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Esta parte la he dejado para el final, supongo que como la mayoría; como 
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blanco pensando en cómo agradecer el poder haber llegado a este momento. 
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futbol y ganar el campeonato de comparsas que tanta ilusión le hacía tanto a 
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una tesis. Como si fuera una premonición (no sé si un científico puede poner 
premonición) todo cambio a partir de ese momento. Sin apenas darme cuenta 
habían pasado 9 meses y me encontraba en el CIPF (nunca limpié kalafnikov 
Vicente; jjj) haciendo una entrevista en inglés; sin tener ni papa, junto a un 
renombrado científico (Miodrag Stotkovic) y la que iba a despertar la inquietud 
científica en mí; Zorica Becker Kojic. Durante los siguientes 2,5 años los pase 
en grande junto a mis brothers María, Darío y Jorge Selles (mil risas fueron 
pocas con vosotros). Mari Paz, Laura, Inma, Felip, Blesa, Pablo, Cristina, Vite, 
Ana, Laura, Jose…un sinfín de compañeros primero y amigos después que me 
hicieron ver que lo de hacer el doctorado era una pasada! Gracias a TODOS!!; 
de hecho conocí a uno de mis mejores amigos en mi vida adulta; Poool!, y este 
no tiene nada que ver con la ciencia. 
Hasta aquí, mi paso por el tablero de la tesis fue fácil, a partir de este 
momento es cuando la cosa se complicó. Casilla de: tu grupo se deshace; 




Y así fue, el laboratorio de reprogramación celular se disolvió y me quedé con 
un proyecto de tesis sobre células madre y sin poder hacer nada. Lo bueno es 
que al retroceder esas tres casillas caí en la de la doctora María Burgal; 
científica vocacional que me enseñó a pensar diferente, a pensar en nuevas 
rutas y caminos para llevar a cabo una Idea; más allá de la ciencia allí conocí 
a Alberto (terapeuta psicológico y experto técnico de confocal; todos los que 
hemos trabajado en el CIPF nos hemos desahogado con él y junto a él). Edu, 
Eva y Agulló! Pequeño equipo pero espectaculares momentos.  
Como no, los dados volvieron a hacerme caer en una nueva casilla de 
retroceso; a la doctora María Burgal la prejubilan, deshacen el grupo de 
investigación y me quedo con un proyecto de esclerosis múltiple y de nuevo 
me toca remontar. Este retroceso hace que caiga en la casilla de la doctora 
Consuelo Guerri; Chelo. Me acoge y me hace ver lo que es realmente la pasión 
por un oficio; tres mujeres en tres grupos diferentes pero con la misma pasión; 
demasiadas cosas he de agradecer a Chelo, pero sobre todo a trabajar sin 
descanso. 
Es aquí donde todo empieza a rodar de nuevo en este tablero caprichoso, es 
aquí donde conozco nuevas técnicas y puedo aportar mi experiencia del 
pasado, es aquí donde conozco a la gente con la que sin ellos no hubiera 
podido haber llegado hasta hoy. Toni, Jorge y Ful; botelab y montaditos; eso 
es así! troppo lontano!!. María Pascual, Sara, Blanca y Maya. Las chicas Guerri 
al poder!! y con la satisfacción de haber sido el primer pre-doc XY del I-05. 
Agradecer como no a Silvia; mi compañera durante estos años en los que nos 
ha pasado de todo. Pero sin duda, el haber entrado en el I-05 me dio la 
oportunidad de conocer a la persona que más me ha ayudado, aguantado, 
compartido momentos buenos, buenísimos y no tan buenos. Empezando por: 
Vamos, que te ayudo con los ratones; a vivir un cuento de hadas a tu lado; 
Gracias Majo. Has sido la motivación necesaria para llegar a este momento. 
Pero bueno, como era de esperar cuando todo parecía que podría llegar a la 
meta de la tesis; otra casilla complicada; la de: cambia de la pública a la 
privada. Otra vez a remar contra corriente, pero otra vez a conocer a más gente 
a la que agradecer todo lo aprendido; Lifesequencing y Daniel Ramón me 




Cris y Sole; mis compis (…Bueno, bueno; de Escocia Escocia; mi madre se 
llama Maricarmen…), Juan Martínez, Paco, Eric, Vanessa, Laura 
Llobregat…..un nuevo y genial grupo de gente que siempre han tenido unas 
palabras de ánimo y unas risas sobre: Cuando Depositas????. 
Finalmente agradecer mi hermano Santi y mis Padres el haberme dado todo 
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ha acabat la tesis) sin vosotros nada de esto tendría sentido. (també a tu 
Alisiossa!!!)  
Muuuuachas Gracias a todos los que habéis pasado por mi vida durante 
todos estos años; laboratorios, bares, cenas, madrugadas, 


















I. ÍNDICES ............................................................................................. 19 
II. ABREVIATURAS ................................................................................. 27 
1. ÍNDICE DE TABLAS Y FIGURAS ........................................................... 37 
2. INTRODUCCIÓN ................................................................................ 47 
2.1. ASPECTOS GENERALES DEL ALCOHOL Y CONSECUENCIAS DE SU 
CONSUMO .................................................................................................. 47 
2.1.1. ¿Qué efectos tiene el consumo de alcohol? ................. 50 
2.1.2. Patrones de consumo ....................................................... 53 
2.1.3. Metabolismo del alcohol ................................................... 54 
2.2. EL ALCOHOL EN EL SISTEMA NERVIOSOS CENTRAL (SNC). .. 56 
2.2.1. Las Neuronas ..................................................................... 56 
2.2.2. La glía .................................................................................. 57 
2.2.3. Efectos del alcohol en el SNC ......................................... 59 
2.3. EL SISTEMA INMUNE INNATO Y LOS RECEPTORES DE 
RECONOCIMIENTO DE PATRONES ............................................................. 61 
2.3.1. ¿Qué son los Toll Like Receptors (TLR)? ...................... 63 
2.3.2. Tipos celulares dónde encontramos los TLR en el SNC . 
  .............................................................................................. 67 
2.4. LA RESPUESTA DEL SISTEMA INMUNE MEDIADA POR LOS TLRS . 
  .................................................................................................. 69 
2.4.1. La señalización de Toll y la ruta MYB88 ........................ 69 
2.4.2. La Ruta MyD88 Dependiente ........................................... 70 
2.4.3. La ruta MyD88-independiente ......................................... 71 
2.4.4. Alcohol, TLRs y neuroinflamación ................................... 71 
2.4.5. La IL-1β e IL-18; ¿Qué papel tienen en la inflamación? .. 
  .............................................................................................. 72 




2.5.1. Estructura y tipos de NLR (CATERPILLERs, NOD-LRRs 
o NACHT-LRRs) ................................................................................. 77 
2.5.2. Mecanismos de activación del NLRP3 ........................... 84 
2.5.3. Mecanismos de liberación de la IL-1β ............................ 90 
2.5.4. La segunda señal y la salida de IL-1β ............................ 91 
2.5.5. Alcohol e Inflamasomas .................................................... 94 
2.6. LOS MIARN, LOS NUEVOS MODULADORES DE LA EXPRESIÓN 
GÉNICA  .................................................................................................. 94 
2.6.1. Efecto del etanol en la regulación por miARNs ............. 96 
2.7. ¿QUÉ NOS QUEDA POR HACER? .............................................. 98 
3. OBJETIVOS ...................................................................................... 101 
4. MATERIAL Y MÉTODOS ................................................................... 105 
4.1. MODELO EXPERIMENTAL ........................................................ 105 
4.2. CULTIVO PRIMARIOS DE CORTEZA DE RATÓN ....................... 106 
4.2.1. Cultivos primarios de astrocitos de corteza de ratón . 106 
4.2.2. Cultivos primarios de microglía de corteza de ratón .. 107 
4.3. ESTIMULACIÓN DEL INFLAMASOMA ........................................ 108 
4.3.1. Tratamiento agudo .......................................................... 108 
4.3.2. Tratamiento Crónico ........................................................ 109 
4.4. DETERMINACIÓN DE ALCOHOL EN SANGRE ............................ 109 
4.5. PROCESAMIENTO Y OBTENCIÓN DE MUESTRAS DE CEREBRO110 
4.5.1. Perfusión y cortes de tejido cerebral para 
inmunohistoquimica ......................................................................... 110 
4.5.2. Disección de cerebros de ratones ................................. 110 
4.5.3. Obtención de lisados proteicos a partir de células y 
tejidos  ............................................................................................ 110 
4.5.4. Obtención de ARN a partir de células y tejidos ........... 111 
4.5.5. Obtención de ARN total y miARN para secuenciación 




4.6. CONTROL DE CALIDAD DE LAS MUESTRAS DE ARN Y MIARN ..... 
  ................................................................................................ 113 
4.7. GENERACIÓN DE LIBRERÍAS PARA SECUENCIACIÓN MASIVA . 114 
4.8. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA ...................................... 115 
4.8.1. Retrotrascripción .............................................................. 115 
4.8.2. Retrotrascripción miARN ................................................ 115 
4.8.3. Diseño de cebadores para ARN total ........................... 116 
4.8.4. Cálculo de la eficiencia de los cebadores .................... 117 
4.8.5. Técnica RT-PCR .............................................................. 118 
4.8.6. Metodología de análisis de la expresión génica RT-
qPCR  ............................................................................................ 118 
4.9. MÉTODOS ANTÍGENO ANTICUERPO ........................................ 120 
4.9.1. Inmunotransferencia o western blot .............................. 120 
4.9.2. Determinación de citoquinas .......................................... 122 
4.9.3. Inmunofluorescencia ....................................................... 123 
4.9.4. Localización caspasa-1................................................... 124 
4.9.5. Co-inmunoprecipitación NLRP3/Casp-1 ...................... 125 
4.9.6. Medida de la actividad de caspasa-1 ........................... 125 
4.9.7. Oligomerización de la proteína de anclaje ASC.......... 125 
4.10. CITOMETRÍA DE FLUJO FACS (FLUORESCENCE-ACTIVATED 
CELL SORTING) ........................................................................................ 126 
4.11. TINCIÓN CON MITOTRACKER ................................................. 127 
4.12. DETECCIÓN DE MUERTE CELULAR MEDIANTE IN CELL ANÁLISIS . 
  ................................................................................................ 128 
4.13. ACTIVIDAD LACTATO DESHIDROGENASA (LDH) .................... 128 
4.14. MÉTODO TÚNEL (TERMINAL DEOXINUCLEOTIDYL TRANSFERASE 
SUTP NICK END LABELING) ................................................................... 129 
4.15. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICOS .................................................. 129 




4.15.2. Análisis primario de los datos de secuenciación masiva . 
  ............................................................................................ 130 
5. RESULTADOS ................................................................................... 135 
5.1. IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LOS INFLAMASOMAS EN 
CEREBROS DE RATONES C57BL/6 TLR4 (+/+) Y TLR4 (-/-) ................ 135 
5.2. EFECTO DEL ETANOL EN LA EXPRESIÓN DE LOS INFLAMASOMAS 
Y SUS COMPONENTES EN CORTEZA, HIPOCAMPO Y CEREBELO DE RATONES 
TLR4 (+/+) Y TLR4 (-/-) ......................................................................... 139 
5.3. ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD CASPASA1 EN CEREBELO, 
HIPOCAMPO Y CORTEZA CEREBRAL DE RATONES C57BL/6 TLR4 (+/+) Y 
TLR4 (-/-) CON TRATAMIENTO CRÓNICO DE ETANOL ............................. 145 
5.3.1. El tratamiento crónico con etanol activa la respuesta 
inmune mediante el Inflamasoma NLRP3 en ratones C57BL/6 
TLR4 (+/+) ......................................................................................... 146 
5.4. ESTUDIO IN VIVO DE LA ACTIVACIÓN DE CASPASA 1 EN RATONES 
C57BL/6 TLR4 (+/+) CON TRATAMIENTO CON ETANOL EN LA GLÍA Y 
NEURONAS DE CORTEZA CEREBRAL ....................................................... 149 
5.4.1. Estudio in vivo de la activación de la caspasa1 en 
neuronas de ratones con tratamiento crónico TRL4 (+/+) Y TLR4 
(-/-)  ............................................................................................ 153 
5.5. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS MOLECULARES INVOLUCRADOS 
EN LA ACTIVACIÓN DEL NLRP3 POR EL ETANOL EN RATONES C57BL/6 
TLR4 (+/+) Y TLR4 (-/-) ........................................................................ 155 
5.5.1. Expresión de los diferentes Inflamasomas y activación 
del NLRP3 por el etanol en cultivos primarios de astrocitos de 
corteza cerebral de ratones C57BL/6 ............................................ 155 
5.5.2. El tratamiento con etanol promueve la formación del 
complejo multiprotéico NLRP3 y la liberación de citoquinas pro-




5.5.3. El tratamiento con etanol incrementa los niveles de 
ROSm y la formación del complejo NLRP3 dependiente de la 
mitocondria en astrocitos en cultivo .............................................. 163 
5.6. LA ACTIVACIÓN DEL INFLAMASOMA NLRP3, POR ETANOL, 
INDUCE LA PIROPTOSIS Y APOPTOSIS EN CULTIVOS PRIMARIOS DE 
ASTROCITOS ............................................................................................ 169 
5.7. EL TRATAMIENTO CRÓNICO DE ETANOL INDUCE LA ACTIVACIÓN 
DE LA MICROGLÍA EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL .......................... 174 
5.7.1. Activación del complejo NLRP3 inflamasoma, en cultivos 
primarios de microglía del córtex cerebral de ratones TLR4 (+/+), 
con consumo crónico de etanol ..................................................... 176 
5.7.2. El tratamiento crónico de alcohol incrementa la actividad 
inflamatoria del NLRP3 y los niveles de microglía reactiva e 
infiltración leucocitaria en el SNC .................................................. 183 
5.8. LA LIBERACIÓN DE CITOQUINAS Y QUIMIOQUINAS, POR EL DAÑO 
CAUSADO POR EL ETANOL EN CEREBRO, ALTERA LA INTEGRIDAD DE LA 
BARRERA HEMATOENCEFÁLICA ............................................................... 189 
5.9. EFECTO DEL ALCOHOL EN ALTERACIÓN DE LOS PATRONES DE 
EXPRESIÓN DE MIARNS RELACIONADOS CON LA NEUROINFLAMACIÓN . 193 
5.9.1. Resultados del control de calidad del ARN y miARN de 
corteza de ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-) con y sin tratamiento 
con etanol .......................................................................................... 193 
5.9.2. Diseño experimental: ...................................................... 194 
5.9.3. Generación de Pooles y librerías para secuenciación 
masiva  ............................................................................................ 198 
5.9.4. Resultados y análisis primario de la secuenciación 
masiva de miARNs ........................................................................... 200 
5.9.5. Identificación de miARNs presentes en corteza de 




5.9.6. Diferencias en los niveles de miARNs por efecto del 
etanol en corteza de ratones TLR4 (+/+) según los datos de 
secuenciación masiva ...................................................................... 207 
5.9.7. Validación resultados secuenciación masiva. El mir-
125b y el mir9 como posible marcadores de inflamación por 
consumo de etanol ........................................................................... 212 
6. DISCUSIÓN ...................................................................................... 219 
6.1. ACTIVACIÓN DE LOS COMPONENTES DEL INFLAMASOMA EN 
CEREBRO DE RATONES C57BL/6 CON CONSUMO CRÓNICO DE ALCOHOL
 219 
6.2. EXPRESIÓN DE LOS DIFERENTES INFLAMASOMAS EN CÉLULAS 
GLIALES Y SU INTERACCIÓN CON LOS TLRS ........................................... 225 
6.3. ACCIONES DEL ETANOL SOBRE LOS MECANISMOS 
INFLAMATORIOS MEDIADOS POR LA ASTROGLÍA ..................................... 227 
6.4. EL PAPEL DE LA MICROGLÍA EN LA NEUROINFLAMACIÓN MEDIADA 
POR ETANOL ............................................................................................ 232 
6.5. EL ETANOL INCREMENTA LOS NIVELES DE INFILTRADOS 
LEUCOCITARIOS EN EL CEREBRO ............................................................ 236 
6.6. ALTERACIÓN DE LOS NIVELES DE MIARNS EN CEREBROS DE 
RATONES TRATADOS CRÓNICAMENTE CON ETANOL ............................... 239 
7. CONCLUSIONES ............................................................................... 249 
8. BIBLIOGRAFÍA ................................................................................. 253 

















AD Dominio de activación 
ADH Alcohol deshidrogenasa 
ADN Acido desoxirribonucleico 
ADNc ADN complementario 
ADNdc ADN de doble cadena 
ALDH Aldehído deshidrogenasa  
ARN Ácido ribonucleico 
ARNds Ácido ribonucleico de doble cadena 
ARNm Ácido ribonucleico tipo mensajero 
ASC 
Proteína que contiene un dominio de reclutamiento CARD y 
activación de caspasas 
ATP Adenosina tri-fosfato 
ATPasa Adenosina fosfatasa 
BD binge drinking 
BHE Barrera hematoencefálica  




CAPS Síndromes autoinflamatorias asociados a la criopirina 
CARD Dominio de reclutamiento de caspasa 
CASP-1 Caspasa1 




CD11 Cluster de diferenciación 11 
CD14 Cluster de diferenciación 14  
CD45 Cúmulo de diferenciación 45 
CD68 Cúmulo de diferenciación 68 
CEBA Comité de Ética para el Bienestar Animal  
CLRs C-type lectin receptors  
cm Centímetros 
CO2 Dióxido de carbono 
COX-2 Ciclo-oxigenasa-2 
CPF Corteza prefrontal 
CTX Córtex 
CXCL2 Quemiquina CXC ligando 2 
CXC Quemiquina CXC 
CYP2E1 Citocromo P450 tipo 2E1 
DAMPs Patrones moleculares endógenos asociados a daño  
DAPI Ciclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol 
ddPCR Dropplet digital PCR 
DEPC Diethylpyrocarbonato 
DIV Días in vitro 
dl Decilitros 
DMEM Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium 
DMSO Dimetil sulfóxido 
dNTP Desoxirribonucleótidos trifosfato 
DSS Disuccinimidyl suberato 
DTT Dititreitol 




elisa Ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas 
EM Esclerosis múltiple 
ET-OH Etanol 
FITC Fluoresceína isothiocianato 




HCL Ácido clorhídrico 
IBA-1 Ionized calcium binding adaptor molecule 1 
IFN-α Interferón tipo alfa 
IFN-β Interferón β 
IFN-γ Interferón tipo gamma 
Ig Inmunoglobulina 
IL Interleuquina 
IL1 Interleuquina 1 
IL-18 Interleuquina tipo 18 
IL-1RI Receptor de interleuquina-1-beta tipo I 
IL-1β Interleuquina-1 tipo beta 
IL-33 Interleuquina tipo 33 
IL-6 Interleuquina tipo 6 
iNOS Óxido nítrico sintasa inducible 
IPAF Factor activación proteasa convirtiendo la IL-1 
IRAK Protein-quinasa asociada al receptor IL-1RI 
IRF-3 Factor regulador de interferón 3 






KO Knock out 
L Litros 
LCR Líquido cefalorraquídeo 
LDH Lactato deshidrogenasa 
LPS Lipopolisacaridos 
LRR Repeticiones ricas en leucina 
M Molar 
MAP-2 Proteína asociada a microtúbulos 2 
MAPK Proteínas quinasas activadas por mitógenos 
MAPQ Calidad de Mapeo 
MBP Proteína básica de mielina 
MCH complejos mayores de histocompatibilidad 
MCP-1 Quimiocina o proteína quimiotáctica de monocitos-1 
MD-2 Proteína de diferenciación mieloide 2 
ME Mercaptoetanol 
mg Miligramos 
MHC II Complejo mayor de histocompatibilidad tipo II 
min. Minutos 
mir- microARN 








MMPO metalonoproteinasa9  
Mol Molaridad 
MPO Mieloperoxidasa 
MSU Cristales de ácido úrico 
MyD88 
Factor de diferenciación o proteína adaptadora derivada de mieloide 
88 
Na3VO4 trioxovanadato (V) de trisodio 
NACH Proteína asociada a la telomerasa 
NaCl cloruro de sodio 
NAD Dominio asociado a NACHT 
NADH/NAD Nicotin adenin dinucleótido 
NaF fluoruro sódico 
NaKPO4  fosfato doble de sodio y potasio 
NALP Dominio NACHT  
NaOH hidróxido sódico 
NBD Nucleotide-binding domain ( 
NF-kB Factor de transcripción kappa B 
ng Nanogramos 
NK Célula natural killer 
NLRCs Receptores NLR que contienen el dominio CARD  
NLRP1 Receptores NLR1 
NLRP3 Criopirina o NALP3 
NLRP3pb Péptido bloqueante 
NLRPs Receptores NLR que contienen el dominio PYD 






NOD Dominio de oligomerización del nucleósido en los receptores NLR 
NOS Especies reactivas de óxido nítrico 
ºC centigrados 
PAMPs Patrones moleculares asociados a microorganismos patógenos 
PB Tampón fosfato 
pb Pares de bases 
PBS buffer fosfato salino 
pg Picogramos 
PGN Peptidoglicanos 
PI ioduro de propídeo 
PLP Proteína proteolipídica 
pmol Pico moles 
PMSF fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
pNA p-nitroanilida 
PRRs Receptores de reconocimiento de patrones 
PVDF Difluoruro de polivinilideno 
PYD Dominio de pirinas y que contiene LRR 
Q Calidad  
RE Retículo endoplasmático 
RIN RNA integrity number/número de integridad del ARN 
RLRs Retinoic acid–inducible gene(RIG)-I-like receptors  
ROS Especies reactivas de oxígeno 





SAF Síndrome alcohólico fetal 
SBF Suero bovino fetal  
SDS Dodecil sulfato sódico 
SEM Error estándar de la media  
SIA sistema inmunitario adaptativo o adquirido 
SII Sistema inmune innato 
siRNA ARN silenciador 
SM Secuenciación masiva 
SNC Sistema Nervioso Central 
snoARN ARNs pequeños del nucléolo 
STAT Transductor de señal y activador de la transcripción 
T.A. Temperatura ambiente 
TBS Buffer Tris Salino 
TIR Dominio Toll-IL-1R 
TLR4 Receptor Toll-like tipo 4 
TLRs Receptores Toll-like 
TNF-α Factor de necrosis tumoral tipo alfa 
TRAF6 Factor asociado al receptor del factor de necrosis tumoral 6 
TRAM Molécula adaptadora relacionada con TRIF 
TRIF Factor Toll-IL-1R 
TXNIP Thioredoxina  
U Unidades    
U.A. Unidades arbritarias 






VDAC Canal de aniones dependiente de voltaje 
Vol. Volumen  
WT wild Type 
µcDNA Micro ADN complementario 
µm micras   
μg Microgramos 
μm2 Micras cuadradas 
% porcentaje 
Índice de Tablas y Figuras 
35 
 
ÍNDICE DE TABLAS Y FIGURAS 




Índice de Tablas y Figuras 
37 
 
1. Índice de tablas y figuras 
 
Tablas: 
Tabla 1: Cronología de la actividad científica relacionada con el daño 
causado por el etanol. 48 
Tabla 2: Relación gramos de ingesta de alcohol al día respecto a 
diferentes enfermedades relacionadas con el alcohol. 52 
Tabla 3: Lista de Oligos utilizados RT-qPCR: 117 
Tabla 4: Listado de los anticuerpos primarios utilizados: 122 
Tabla 5: Resumen de los datos de control de calidad y cantidades de 
cada muestra que forma parte de los pooles a estudio: 198 
Tabla 6: Resumen del análisis primario y del trimeado de lecturas 
resultantes de la secuenciación masiva. 200 
Tabla 7: Resumen de número de lecturas mapeadas y calidades de los 
nucleótidos de cada uno de los pooles a estudio. 201 
Tabla 8: Resumen de número de lecturas mapeadas de forma única o 
múltiple respecto al genoma de referencia. 202 
Tabla 9: Resumen de los porcentajes de alineamiento contra ARN de 
pequeño tamaño e identificación del tipo de ARN reconocido 204 
Tabla 10: Número de miARNs con diferencias significativas de 
sobreexpresión o regulación negativa entre las diferentes comparativas 
a estudio 207 
Tabla 11: Identificación de miARNs con diferencias significativas de 
sobreexpresión entre TLR4 (+/+) y TLR4 (+/+)-EtOH 208 
Tabla 12: Identificación de miARNs con diferencias significativas de 
sobreexpresión entre TLR4 (+/+)-EtOH y TLR4 (+/+) ordenados por su 
p-valor. 210 
Tabla 13: Identificación de miARNs con diferencias significativas de 
sobreexpresión entre TLR4 (+/+)-EtOH y TLR4 (+/+) relacionados con 
la neuroinflamación. 211 
 
 




Figura 1: Esquema de la molécula de etanol: Imagen de 
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure. .............................. 49 
Figura 2 Metabolismo del etanol: Esquema extraído de: (Manzo-Avalos 
and Saavedra-Molina 2010). .............................................................. 54 
Figura 3 : Representación artística del SNC extraída de: 
http://www.uv.es/hort/cuerpohumano/cuerpohumano.html. ............... 56 
Figura 4: Representación de las funciones generales de la microglía, 
imagen del artículo de Shemer, Erny et al. 2015. TRENDS in 
Neuroscience...................................................................................... 58 
Figura 5: Representación del reconocimiento por parte de un receptor 
TLR de un agente infeccioso o PAMP. .............................................. 61 
Figura 6: Comparación de la estructura del receptor de la IL1B y los 
receptores TLR extraída de http://acces.ens-
lyon.fr/acces/ressources/immunite-et-vaccination. ............................ 64 
Figura 7: Representación gráfica de los diferentes receptores TLRs y 
su localización subcelular. (Netea, Wijmenga et al. 2012) ................ 65 
Figura 8: Esquema ruta TLR4-MYB88 Dependiente e independiente
 ............................................................................................................ 69 
Figura 9: Activación del Inflamasoma NLRP3, Esquema Extraído 
(Franchi, Muñoz-Planillo et al. 2012).................................................. 75 
Figura 10: Comparación entre los receptores TLR y NLR y sus 
principales efectos inflamatorios ........................................................ 78 
Figura 11: Esquema de la activadores y oligomerización de los 
diferentes Inflamasomas. ................................................................... 79 
Figura 12: Esquema de los componentes básicos de los inflamasomas.
 ............................................................................................................ 80 
Figura 13: Oligomerización y activación del Inflamasoma NLRP3. ... 84 
Figura 14: Esquema de las diferentes hipótesis de activación del 
NLRP3: ............................................................................................... 85 
Índice de Tablas y Figuras 
39 
 
Figura 15: Activación del NLR3 vía la salida de iones potasio a través 
del canal P2X7: .................................................................................. 86 
Figura 16: Activación del NLRP3 por acción de la cathepsina extraído 
de (Guo, Callaway et al. 2015). .......................................................... 88 
Figura 17: Esquema de la activación del NLRP3 vía ROS mitocondrial:
 ............................................................................................................ 89 
Figura 18: Esquema de las diferentes vías de secreción de la citoquina 
IL-1β hacia el especio extracelular; extraído de (Dubyak 2012). ....... 92 
Figura 19: Visión esquemática del procesamiento generación y 
maduración de los miARN, extraído de (Mikhailidis and Athyros 2014).
 ............................................................................................................ 95 
Figura 20: fluídica del bioanalizador Agilent2100 para la detección de 
calidades y concentraciones de los ARN utilizados en secuenciación 
masiva .............................................................................................. 113 
Figura 21: Esquema resumen del procedimiento para la generación de 
mezcla de muestras para RNASeq .................................................. 114 
Figura 22: Esquema de la retrotrascripción mediante la técnica de 
TaqMan MicroARNs Reverse Transcription ..................................... 116 
Figura 23: Esquema resumen de la metodología droplet digital pcr.
 .......................................................................................................... 120 
Figura 24: Análisis de expresión génica de los inflammasomas NLRP3, 
AIM2 y NLRP1 en Corteza, hipocampo y cerebelo de ratones TLR4 
(+/+) y TLR4 (-/-)............................................................................... 136 
Figura 25: Análisis de expresión génica mediante RT-qPCR de los 
ARNm codificantes para Caspasa1 (A), IL1B (B), IL18 (C) y PYCARD 
(ASC) (D) en Corteza hipocampo y cerebelo de ratones TLR4 (+/+) y 
TLR4 (-/-). ......................................................................................... 138 
Figura 26: Diferencias en la expresión génica de los Inflamasomas 
NLRP3, AIM2, NLRP1, CA-1, Pycard, IL18 y IL1β en hipocampo de 
ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-) con y sin tratamiento con etanol (A-G). 
Índice de Tablas y Figuras 
40 
 
Los datos expresan la [media ± S.E.M.], obtenida de 8-12 animales * 
p<0.05,.............................................................................................. 140 
Figura 27: Diferencias en la expresión génica de NLRP3, AIM2, 
NLRP1, CA-1, Pycard, IL18 y IL1B en corteza cerebral de ratones TLR4 
(+/+) y TLR4 (-/-) con y sin tratamiento con etanol (A-G). Los datos 
expresan la [media ± S.E.M.], obtenida de 8-12 animales * p<0.05, 
(prueba t-Student). ........................................................................... 142 
Figura 28: Diferencias en la expresión génica de NLRP3, AIM2, 
NLRP1, CA-1, Pycard, IL18 y IL1B en cerebelo de ratones TLR4 (+/+) 
y TLR4 (-/-) con y sin tratamiento con etanol (A-G). Los datos expresan 
la [media ± S.E.M.], obtenida de 8-12 animales * p<0.05, (prueba t-
Student). ........................................................................................... 144 
Figura 29: Actividad Caspasa 1 medida por los niveles de absorbancia 
a 405nm derivados del cromóforo p-nitroanilida (pNA) en Corteza; (A). 
Hipocampo; (B). Y Cerebelo; (C) Los datos expresan la [media ± 
S.E.M.], obtenida de 8-12 animales * p<0.05, (prueba t-Student). .. 146 
Figura 30: El tratamiento crónico con etanol incrementa los niveles 
proteicos del inflamasoma NLRP3 y las proteínas CA-1, IL-18 y IL-1β 
en corteza cerebral de ratones TLR4 (+/+): ..................................... 147 
Figura 31: El número de colocalizaciones CA-1 y GFAP en corteza 
cerebral de ratones TLR4 (+/+) aumenta por consumo crónico de 
alcohol: ............................................................................................. 150 
Figura 32: El número de co-localizaciones CA-1 E Iba1 en corteza 
cerebral de ratones TLR4 (+/+) aumenta por el efecto crónico del 
etanol: ............................................................................................... 152 
Figura 33: El número de colocalizaciones CA-1 y NeuN en corteza 
cerebral de ratones TLR4 (+/+) aumenta por el efecto crónico del 
etanol. ............................................................................................... 154 
Figura 34: Los astrocitos procedentes de cultivos primarios de ratones 
TLR4 (+/+) expresan el inflamasoma NLRP3 de forma mayoritaria. 156 
Índice de Tablas y Figuras 
41 
 
Figura 35: El tratamiento agudo durante 24 horas con etanol a 10 y 
50mM incrementa los niveles de la proteína NLRP3 en cultivos 
primarios de astrocitos ..................................................................... 158 
Figura 36: El tratamiento agudo durante 24 horas con etanol a 10 y 
50mM activa la formación del complejo NLRP3 inflamasoma vía ASC 
induciendo el procesamiento de las citoquinas IL-1β y la IL18........ 161 
Figura 37: Los Niveles de ROS mitocondrial aumentan por efecto del 
tratamiento agudo de etanol en cultivos de astrocitos TLR4 (+/+). . 164 
Figura 38: El tratamiento agudo con etanol afecta a los niveles de 
ROSm el cual favorece e incrementa los niveles de IL-1β y IL-18 en 
cultivos de astrocitos TLR4 (+/+). ..................................................... 166 
Figura 39: Cultivos de astrocitos de ratón TLR4 (+/+) reorganizan el 
complejo NLRP3-CA-1 en las proximidades de la mitocondria por 
efecto del etanol 10mM: ................................................................... 168 
Figura 40: La activación del Inflamasoma NLRP3 por acción del etanol 
activa procesos de apoptosis y piroptosis en cultivos de astrocitos 
TLR4 (+/+). ....................................................................................... 170 
Figura 41: El EtOH 10 y 50mM incrementa los niveles de actividad LDH 
en cultivos de astrocitos TLR4 (+/+). ............................................... 172 
Figura 42: El Etanol induce la apoptosis celular en astrocitos TLR4 
(+/+). ................................................................................................. 173 
Figura 43: La inmuniohistoquimica con la proteína específica Iba1 
revela un aumento de la microglía reactiva y la aparición de morfología 
ameboidea en la microglía del córtex cerebral de ratones TLR4 (+/+) 
con tratamiento crónico de etanol durante 5 meses ........................ 175 
Figura 44: Los cultivos en los que realizaron los experimentos de 
activación del NLRP3 en microglía están libres de astrocitos en un 
97%. ................................................................................................. 177 
Figura 45: Los cultivos primarios de microglía activan el complejo 
NLRP3 inflamasoma cuando se exponen a la acción del etanos 10 y 
50mM ................................................................................................ 178 
Índice de Tablas y Figuras 
42 
 
Figura 46: Los cultivos primarios de microglía relocalizan el complejo 
NLRP3 inflamasoma en las proximidades de la mitocondria por acción 
del etanos 10 y 50mM ...................................................................... 180 
Figura 47: EL tratamiento crónico de etanol incrementa los niveles de 
IL1B e IL18 aumentando a su vez la piroptosis en cultivos primarios de 
microglía en ratones TLR4 (+/+). ..................................................... 182 
Figura 48: El consumo crónico de etanol induce la aparición de 
microglía reactiva y células dendríticas en el córtex cerebral de ratones 
TLR4 (+/+). ....................................................................................... 184 
Figura 49: El consumo crónico de etanol incrementa los niveles de 
infiltrados en corteza cerebral de ratones TLR4 (+/+). .................... 186 
Figura 50: Co-localización de células Cd11/CD45 en corteza cerebral 
de ratones con tratamiento crónico con etanol ................................ 187 
Figura 51: El Etanol promueve la infiltración leucocitaria incrementando 
los niveles de proteínas y ARNm específicos .................................. 188 
Figura 52: El consumo crónico de etanol incrementa los niveles de 
citoquinas IL33, iNF γ y aumenta la expresión de proteínas implicadas 
en daño en la barrera hematoencefálica .......................................... 190 
Figura 53: El etanol altera la estructura de la barrera hematoencefálica 
en ratones TLR4 (+/+). ..................................................................... 192 
Figura 54: Esquema del procedimiento experimental para el análisis de 
secuenciación masiva ...................................................................... 194 
Figura 55: Resultados del control de calidad de muestras del ARN 
resultante de la extracción a partir de corteza de ratones TLR4 (+/+), 
TLR4 (-/-) con y sin tratamiento con el etanol. ................................. 196 
Figura 56: Resultados del control de calidad del miARN resultante de 
la extracción a partir de corteza de ratones TLR4 (+/+), TLR4 (-/-) con 
y sin tratamiento con el etanol. ......................................................... 197 
Figura 57: perfil de la librería final de miARNs a partir de las 12 librerías 
generadas y correspondientes a tres muestras por cada tratamiento a 
Índice de Tablas y Figuras 
43 
 
estudio: TLR4 (+/+), TLR4 (+/+)-EtOH, TLR4 (-/-) y TLR4 (-/-)-EtOH.
 .......................................................................................................... 199 
Figura 58: Resultados medios de longitud de secuencias mapeadas y 
calidades de estas (Q). .................................................................... 203 
Figura 59: la secuenciación masiva detectó más 90 miARNs diferentes 
en muestras de corteza de ratones C57BL/6. .................................. 206 
Figura 60: Optimización de la cantidad de cDNA para las sondas 
TaqMan miARN. ............................................................................... 214 
Figura 61: Optimización cantidad cDNA para TAQMAN: LA tendencia 
de niveles de miARN mediante ddPCR es idéntica a la encontrada en 
SM. ................................................................................................... 215 
Figura 62: VISIÓN GENERAL DE LOS EFECTOS MULTIORGÁNICOS 
DEL ETANOL; EXTRAÍDO DE (NATARAJAN, PACHUNKA ET AL. 
2015) ................................................................................................ 220 
Figura 63: ILUSTRACIÓN DEL MECANISMO DE ACTIVACIÓN DEL 
INFLAMASOMA POR EFECTO DEL ALCOHOL ............................ 223 
Figura 64: SEÑALIZACIÓN DE DAÑO Y MUERTE CELULAR 
MEDIANTE ESPECIES ROS POR PARTE DE LA MITOCONDRIA 
(KEPP, GALLUZZI ET AL. 2011). .................................................... 228 
Figura 65: DIAGRAMA DE ACTIVACIÓN DEL INFLAMASOMA Y EL 
APOPTOSOMA. ............................................................................... 229 
Figura 66: RESUMEN DE LOS PROCESOS, RUTAS Y COMPLEJOS 
AFECTADOS POR EL ETANOL Y ESTUDIADOS EN EL PRESENTE 






















2.1. Aspectos generales del alcohol y consecuencias de su 
consumo 
 
¿Qué me pasa si me tomo dos cervezas?...y si me tomo…?  
Estas son las típicas preguntas que cualquier estudiante de 
doctorado, Pos doctoral o técnico de laboratorio que haya trabajado con la 
doctora Consuelo Guerri tiene que oír cada vez que nos preguntan sobre qué 
investigamos. 
 
Para ser sinceros, esa pregunta también me la hice yo, cuando a 
finales del 2010 principios del 2011, pase de estudiar el líquido cefalorraquídeo 
de enfermos de esclerosis múltiple con Doctora María Burgal, para empezar 
mi tesis doctoral sobre el alcohol y sus efectos en la neuroinflamación. Como 
es lógico, lo primero que un doctorando hace al conocer la investigación del 
grupo al que le va dedicar sus próximos años de vida es buscar, de la forma 
más general y concisa posible, a que se dedica su nuevo grupo, en mi caso, 
era El Alcohol. 
 
Pero realmente, ¿Cuánto y qué sabemos de esta molécula?; ¿es tan 
dañina como se nos presenta?, ¿Cuál es su mecanismo de acción?, ¿Cuáles 
son los efectos que tiene sobre nuestro organismo y especialmente en el 
cerebro? 
 
A parte del notable interés científico que despierta este tema, el 
alcohol es un problema real en nuestro día a día, condiciona las relaciones 
personales además de tener un peso significativo a nivel socioeconómico. 
Según diferentes fuentes, “La capitalización de mercado conjunta de los cinco 
mayores productores de bebidas alcohólicas del mundo ronda los 227.000 




Una búsqueda preliminar en PubMed nos da más de 780.000 artículos 
en los que se menciona el alcohol, al filtrar la búsqueda con la palabra “effects” 
aparecen unos 366.000 artículos y si finalmente añadimos la palabra “damage” 
obtenemos más de 4.800 artículos. 
 
Partiendo de la premisa que el primer artículo relacionado con el 
alcohol, registrado en PubMed, data del 1951 y que en la siguiente tabla 
podemos ver cómo el número de datos y artículos relacionados con el etanol 
han ido aumentando a lo largo de los años, se registran unos resultados 
globales de cerca de 300-900 artículos de investigación/año sobre los efectos 
dañinos del alcohol. Además el número de artículos se han incrementado 
notablemente en los últimos 10 años (Tabla 1). 
 
TABLA 1: CRONOLOGÍA DE LA ACTIVIDAD CIENTÍFICA RELACIONADA CON EL DAÑO CAUSADO POR EL ETANOL. 
 
Todos estos datos nos revelan la cantidad de recursos que se 
destinan al estudio de los efectos derivados del consumo de alcohol. De hecho, 
recopilando los datos hasta 2016 y comparando el volumen de bibliografía que 
genera esta molécula en relación a otras drogas sociales como el tabaco (1500 
artículos), la cocaína (347 artículos) o la Marihuana (118 artículos), nos permite 
hacernos una idea del nivel de esfuerzos que se destinan a estudiar los efectos 
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bebidas alcohólicas). Visto el interés que despierta esta droga, tanto en el 
ámbito socioeconómico como en investigación básica y aplicada, el siguiente 
paso es conocer las propiedades de esta poderosa molécula y cuáles son los 
mecanismos por los que ejerce efectos tan diversos  
 
El alcohol interviene en nuestro metabolismo de diferentes formas 
tanto perjudiciales como protectoras, tiene propiedades alimenticias y 
cardioprotectoras pero a su vez es un teratógeno, neurotóxico, co-carcinogeno 
y con alto poder adictivo. Toda la información general sobre el alcohol que se 
va a exponer en los siguientes párrafos es fácil de encontrar en la red y en 
PubMed, la cual incluimos ya que nos aporta tanto curiosidad como información 
científica. 
FIGURA 1: ESQUEMA DE LA MOLÉCULA DE ETANOL: IMAGEN DE 
HTTP://WWW.CHEMSPIDER.COM/CHEMICAL-STRUCTURE. 
 
La definición más general del alcohol podríamos exponerla como una 
molécula que contiene un grupo hidroxilo (-OH) en sustitución de un átomo de 
hidrógeno, enlazado de forma covalente a un átomo de carbono. Además este 
carbono debe estar saturado. 
 
Cuando hablamos de alcohol nos referimos al alcohol etílico o etanol, 
que se obtiene por fermentación de la glucosa de las fruta (o, con esfuerzo, del 
almidón de granos y tubérculos). Clásicamente, la transformación de azúcar 
del jugo de uva en etanol se obtiene vía fermentación por organismos como la 
levadura Saccharomyces cerevisiae que transforman los azucares en: etanol, 
CO2 y moléculas de ATP que consumen los propios microorganismos en su 
metabolismo celular anaeróbico. Mediante este procedimiento, el porcentaje 
de alcohol de la bebida no supera el 15-17%, por lo que se requiere de una 
destilación para alcanzar concentraciones de alcohol más elevadas, las cuales 
se observan en bebidas alcohólicas de alta graduación (38-50%). 
Como curiosidad indicar que cuando se nos venden bebidas no 




porcentaje menor del 1,2%, que es el valor indicado por la legislación española, 
aunque gracias a las nuevas técnicas dentro de la industria de la biotecnología 
han permitido la existencia de algunas bebidas como cervezas y ciertos vinos, 
con porcentajes 0% de alcohol. 
 
2.1.1. ¿Qué efectos tiene el consumo de alcohol?  
 
La relación entre el consumo de alcohol y sus efectos dependen de 
muchas variables como por ejemplo la cantidad ingerida, patrón de consumo, 
diferencias de género y predisposición genética de la persona que lo consume. 
Todos estos parámetros van a modular los efectos del alcohol a través de 
diferentes mecanismos bioquímicos, tanto en la intoxicación aguda, como en 
el daño hepático y cerebral o en la dependencia al alcohol (Rehm, Room et al. 
2003).  
 
Respecto a los efectos bioquímicos en nuestro organismo, derivados 
del consumo de etanol, estos pueden ser dañinos o beneficiosos y esta relación 
está íntimamente determinada por nuestras características individuales. Los 
problemas derivados de la intoxicación aguda están más relacionados con 
efectos como accidentes de tráfico, violencia y conflictos sociales; mientras que 
la dependencia, derivada de un consumo sostenido de alcohol, presenta 
consecuencias tanto agudas como crónicas en el organismo. 
 
El consumo de alcohol se relaciona con más de 60 enfermedades 
según el informe «Global status report on alcohol 2004» y el documento 
«Alcohol in Europe. A public health perspective. Disponible en: 
http://ec.europa.eu/health-eu/news_alcoholineurope_en.htm. 
 
De hecho los efectos y las “propiedades” del alcohol son diversas y 
afectan tanto al individuo adulto como durante su desarrollo fetal, neonatal y 
en la adolescencia. Entre estos efectos merece destacar:  
1) El etanol como alimento: El etanol contiene un aporte energético de 
7 kcal/g; de ahí su denominación de calorías vacías, ya que no presenta ningún 




Si lo comparamos con otros elementos nutricionales, las calorías que aporta el 
etanol son mayores a las que aportan los hidratos de carbono (4 Kcal/gr) y 
menor que el que portan las grasas (9 Kcal/gr). Este contenido en calorías 
vacías es el motivo por el cual se elimina en los regímenes de adelgazamiento. 
Además, el consumo excesivo de alcohol promueve la desnutrición y la 
carencia de proteínas y vitaminas esenciales para la regeneración hepática y 
para el normal funcionamiento de muchos órganos.  
 
Entre estos órganos reseñar el efecto del etanol en el cerebro; el 
consumo de esta droga genera un déficit de vitaminas como por ejemplo la B1, 
B6, B12, la cuales son esenciales para su adecuado funcionamiento. Esto nos 
indica que si la desnutrición y el aporte calórico de alcohol aumentan, se alteran 
los niveles de estas vitaminas con el consiguiente aumento de la toxicidad en 
el cerebro (Bâ 2011). 
 
 2) Es un cardioprotector y un cardiotóxico: El etanol a bajas dosis (15-
20 mg/día) en personas sanas y no gestantes, aumenta los niveles de HDL y 
elimina trombos (Brien, Ronksley et al. 2011), pero su abuso causa arritmias y 
cardiomiopatías (Guzzo-Merello, Cobo-Marcos et al. 2014).  
 
3) El alcohol es un co-carcinogeno: Su consumo conlleva al aumento 
canceres de esófago, estómago, hepáticos, de mama, etc.(Cao, Willett et al. 
2015). Los mecanismos no están toralmente esclarecidos, pero parece que el 
primer producto su metabolismo, el acetaldehído, junto con un aumento en el 
sistema enzimáticos de los citocromo P450 parece juegan un papel esencial 
(Allen, Beral et al. 2009).  
 
4) El alcohol como citotóxico: Es un toxico celular y tisular, siendo el 
hígado y el cerebro los órganos con mayor vulnerabilidad. Su consumo durante 
la gestación puede causar desde muerte y malformaciones fetales, siendo su 
extremo clínico el Síndrome alcohólico fetal (SAF) (Guerri, Bazinet et al. 2009).  
5) Altera el desarrollo del cerebro: Como se observa en niños 
expuestos al alcohol durante la gestación o lactancia o su abuso durante la 
adolescencia, el alcohol alterna los mecanismos del desarrollo normal en el 





6) El alcohol es una droga adictiva: Causa tolerancia dependencia y 
adicción, activando el sistema de recompensa como otras drogas de abuso 
(Guerri 2015).  
Resulta interesante y nos vale a modo de resumen, el cuadro de 
(Anderson and Baumberg 2006) en el que relacionan los gramos de ingesta de 
alcohol al día con diferentes enfermedades relacionadas con el alcohol (Tabla 
2). A pesar de los diferentes y variados efectos que causa el alcohol en nuestra 
sociedad, en este trabajo nos hemos centrado en los mecanismos que 
subyacen a los efectos del abuso de alcohol en el cerebro adulto. Estos abusos 
promueven la neurodegeneración (Bâ 2011), alteraciones cognitivas (Mooney 
and Miller 2007) y conductuales así como la neuroinflamación (Petrasek, 
Iracheta-Vellve et al. 2015). 
TABLA 2: RELACIÓN GRAMOS DE INGESTA DE ALCOHOL AL DÍA RESPECTO A DIFERENTES 
ENFERMEDADES RELACIONADAS CON EL ALCOHOL. 
Una vez hemos comentado, a grandes rasgos, algunos de los efectos 
que causa el consumo de alcohol, indicar como curiosidad que para saber 
cuantificar el alcohol que tomamos debemos tener en cuenta que se utiliza el 




establece como 10g de alcohol que equivale a un copa de vino o cava (100ml) 
o una cerveza (250ml).  
2.1.2. Patrones de consumo 
 
Hay que tener presente que cuando hablamos de los efectos del 
etanol hemos de conocer qué tipo de patrón o pauta de consumo estamos 
estudiando, uno de los patrones que más interés está despertando 
actualmente es el «binge drinking (BD)», se caracteriza por la ingesta de 
grandes cantidades de alcohol durante un breve periodo de tiempo (una sesión 
de bebida) en la que se produce elevados niveles de alcoholemia, con algún 
grado de pérdida de control (Wechsler, Davenport et al. 1994; Gmel, Rehm et 
al. 2003). Normalmente, si cuantificamos esa ingesta, estaríamos hablando de 
60-80 mg de alcohol en un espacio de tiempo muy corto (1-2 horas). 
 
Otro patrón es el consumo crónico, con consumos entre 60-120 g/día 
que se asocia con hepatopatía alcohólica y en algunos casos conduce a la 
dependencia la cual se caracteriza por una ansiedad/necesidad a consumir 
alcohol de forma continuada. Este patrón de consumo se caracteriza por unos 
niveles relativamente elevados de alcoholemia a lo largo del día y cuando 
disminuyen se presenta la necesidad o ansiedad de beber. A su vez, las 
calorías que aporta el alcohol, que siendo “calorías vacías”, conduce a una 
menor ingesta de alimentos, propiciando la aparición de estados de 
desnutrición con la consiguiente intensificación de los efectos tóxicos del etanol 





2.1.3. Metabolismo del alcohol 
 
Cuando se ingiere etanol, éste se absorbe directamente por el 
intestino delgado y pasa al torrente sanguíneo distribuyéndose por todo el 
organismo. Por sus características físico-químicas el etanol es capaz de 
atravesar la barrera hematoencefálica (BHE) y la placentaria, siendo los niveles 
de alcohol en sangre similares a los de cerebro (Mooney and Miller 2007). Su 
metabolismo tiene lugar principalmente a nivel hepático mediantes tres 
sistemas enzimáticos: la alcohol deshidrogenasa (ADH) citósolica, el 
Citocromo P450 (CYP2E1) microsomal y la catalasa que se encuentra 
principalmente en los peroxisomas.  
 
Los tres sistemas enzimáticos van a dar lugar, como producto 
metabólico, el acetaldehído, esta molécula es metabolizada en la mitocondria 
por el aldehído deshidrogenasa (ALDH) que produce acetato y NADH. El 
acetaldehído es un compuesto toxico, ya que tiene la capacidad de unirse a los 
grupos SH de las proteínas, dando lugar a subproductos del metabolismo que 
activan a su vez al sistema inmunitario (Schuckit and Rayses 1979).  
FIGURA 2 METABOLISMO DEL ETANOL: ESQUEMA EXTRAÍDO DE: (MANZO-AVALOS AND 
SAAVEDRA-MOLINA 2010). 
El etanol se metaboliza mediante tres sistemas enzimáticos: la alcohol deshidrogenasa (ALDH), el 
sistema citocromo p450, isoforma CYP2E1, y la catalasa. Todos estos sistemas enzimáticos 
producen acetaldehído, que su vez es metabolizado por la aldehído deshidrogenasa (ALDH) 





Aunque el metabolismo del etanol tiene lugar en el hígado, un 
pequeño porcentaje (entre el 1-10%) es eliminado, sin sufrir transformación 
alguna, por la orina, sudor y por el aire exhalado. De hecho, se conoce que ese 
pequeño porcentaje de eliminación del etanol, está ligado a factores no 
metabólicos. En individuos normales sanos, la tasa de eliminación del etanol 
es de 0.1-0.12 g de etanol/kg/h, aunque personas con elevada tolerancia al 
etanol llegan a eliminar 0.300 g/kg/h mostrando la relación entre la tolerancia 
al alcohol y la predisposición genética.  
 
El hígado es uno de los principales órganos que se dañan con el 
abuso de alcohol, dando lugar a la hepatopatía alcohólica y a cirrosis (Louvet 
and Mathurin 2015). Los principales mecanismos implicados son: toxicidad del 
acetaldehído, generación de radicales libre por el metabolismo del etanol vía 
CYP2E1 y la disminución en la relación NAD/NADH. Trabajos realizados en los 
últimos años también han relacionado los efectos del etanol con el sistema 
inmunitario debido a la endotoxina LPS, la cual se libera a nivel intestinal, 
activando los macrófagos hepáticos (células de Kupffer) y generando 
inflamación hepática que intervendría en el mecanismo que conlleva a la 
hepatopatía alcohólica (Petrasek, Iracheta-Vellve et al. 2015). 
 
En el cerebro no se ha detectado la enzima ADH, pero si el CYP2E1 
y el sistema catalasa (Zimatkin, Pronko et al. 2006), que posiblemente 
conllevaría a la producción de acetaldehído con ciertas acciones en el cerebro 
(Hipolito, Sanchez et al. 2007). Aunque muchas drogas impactan en el 
funcionamiento de varios de los sistemas de neurotransmisores, los múltiples 
efectos del alcohol son particularmente dramáticos en el cerebro. Estos efectos 
van desde acciones específicas sobre las proteínas canal dependientes de 
ligando en la membrana celular, hasta aquellos que afectan también, de forma 
inespecífica, a la fluidez de la membrana. De otro lado y mediante su acción 
en múltiples sistemas de neurotransmisores, incluyendo GABA, dopamina, 
glutamato y opioides afectan drásticamente al sistema de refuerzo (Koob, 





2.2. El Alcohol en el Sistema Nerviosos Central (SNC). 
 
Una vez que el alcohol ha llegado al cerebro, este puede interaccionar 
con diferentes tipos celulares como las neuronas, que llevan las señales 
químicas de la transmisión nerviosa y las células gliales que sirven para apoyar 
y proteger a las neuronas, son las más susceptibles. 
 
2.2.1. Las Neuronas 
 
Son las células funcionales del tejido nervioso cuya principal función 
es la excitabilidad eléctrica de su membrana plasmática. Están especializadas 
en la recepción de estímulos y conducción del impulso nervioso entre ellas o 
con otros tipos celulares. Son células altamente diferenciadas, la mayoría de 
las neuronas no se dividen una vez alcanzada su madurez; no obstante, una 
minoría sí lo hace (Yamashita, Ninomiya et al. 2006). 
 
Poseen una morfología muy característica que sustentan sus 
funciones: un cuerpo celular, llamado soma o «pericarion» central; una o varias 
prolongaciones cortas que generalmente transmiten impulsos hacia el soma 
celular, denominadas dendritas; y una prolongación larga, denominada axón o 
«cilindroeje», que conduce los impulsos desde el soma hacia otra neurona u 
órgano diana. 





Las neuronas tienen la capacidad de comunicarse con precisión y 
rapidez a larga distancia con otras células, ya sean nerviosas, musculares o 
glandulares. A través de las neuronas se transmiten señales eléctricas 
denominadas impulsos nerviosos. Dichos impulsos nerviosos viajan por toda 
la neurona comenzando por las dendritas hasta llegar a los botones terminales, 
que se pueden conectar con otra neurona, denominadas fibras musculares o 
glándulas. La conexión entre una neurona y otra se denomina sinapsis. 
 
Las neuronas se interconectan formando redes de comunicación que 
transmiten señales por zonas definidas del sistema nervioso. Sus funciones 
son complejas ya que son consecuencia de la interacción entre redes de 
neuronas y no el resultado de las características específicas de cada neurona 
individual. 
 
Actualmente se conoce que las interacciones entre neuronas y células 
gliales son esenciales para el funcionamiento del cerebro, como la transmisión 
y propagación de los impulsos nerviosos, la protección o el aumento en el daño 
neuronal (Shaham 2005). 
 
2.2.2. La glía 
 
A parte de las neuronas, las células que más peso van a tener en 
nuestro estudio son las células gliales; son células no neuronales y 
especializadas dentro del sistema nervioso central, proporcionan protección, 
apoyo y nutrición para las neuronas. Las células gliales son responsables del 
mantenimiento de la homeostasis neuronal, de la formación de la mielina y 
juegan un papel participativo en la transmisión de señales dentro del sistema 
nervioso (Kreutzberg 1996). 
 
Forman aproximadamente el 50% del número total de células que 
conforman el SNC, los dos tipos mayoritarios de células gliales son los 
astrocitos y la microglía, ambos tienen un rol fundamental en el mantenimiento 





Los astrocitos aportan estructura y soporte a las neuronas, participan 
en el mantenimiento de la barrera hematoencefálica (BHE), secretan factores 
de crecimiento y están en constante contacto con el medio para detectar 
posibles alteraciones (Pelvig, Pakkenberg et al. 2008). 
FIGURA 4: REPRESENTACIÓN DE LAS FUNCIONES GENERALES DE LA MICROGLÍA, IMAGEN DEL 
ARTÍCULO DE SHEMER, ERNY ET AL. 2015. TRENDS IN NEUROSCIENCE. 
 
Por su parte la microglía, como se esquematiza en la figura 4, gracias 
a su activación rápida tiene un papel determinante mediando procesos de 
inflamación frente a patógenos, infecciones, neurodegeneración y eliminación 
de debrís celular por fagocitosis. También realizan funciones de reparación 
celular liberando factores tróficos (Nakajima and Kohsaka 1993; Wake, 





2.2.3. Efectos del alcohol en el SNC 
 
Por la complejidad de la molécula del etanol y su interacción con los 
lípidos de membrana no se ha descrito ninguna proteína o receptor que sea 
diana directa que explique los efectos del alcohol en el cerebro. Lo que si se 
ha demostrado es la gran susceptibilidad de las células neurales a los efectos 
tóxicos del etanol. 
 
Sin embargo, trabajos como los de Crews and Nixon (2009), 
demuestran como el alcohol afecta a diferentes niveles del SNC y es 
dependiente de dosis y patrón de consumo. Otras investigaciones muestran 
como la administración intragástrica de elevadas dosis de alcohol durante 4 
días produce neurodegeneración y alteraciones cognitivas similares a las que 
se observan en alcohólicos crónicos (Obernier, White et al. 2002). Estos 
estudios fueron los primeros en demostrar que el patrón de consumo tipo 
“binge drinking” (BD) es muy toxico para el cerebro causando un aumento del 
número de células gliales reactivas en el hipocampo; proceso que se ha 
relacionado con alteraciones en pruebas de memoria (Obernier, White et al. 
2002). Hay que destacar que resultados recientes han demostrado que este 
patrón de consumo, en donde se alcanzan niveles de alcoholemia elevados, 
es especialmente toxico para el SNC adulto y para el desarrollo (Alfonso-
Loeches and Guerri 2011). 
 
Adicionalmente, algunas evidencias en humanos y en animales 
experimentales han demostrado que las deficiencia en tiamina (Vitamina B1) 
potencia los efectos neurotóxicos del etanol causando el síndrome de 
Wernicke's Korsakoff; síndrome que se observa en alcohólicos con 
encefalopatía de Wernicke y síndrome Korsakoff (Zahr, Kaufman et al. 2011). 
Este síndrome que se caracteriza por pérdida de memoria y otras alteraciones 
cognitivas, se exacerba por el consumo de alcohol ya que este promueve la 
desnutrición aumentado el déficit de vitaminas. La administración externa de 
tiamina (Vitamina B1) y otras vitaminas dentro del mismo complejo como la B6 
y B12, mejora y pueden revertir algunos cambios cognitivos asociados con el 




deficiencia de tiamina junto al consumo de alcohol conlleva a la activación de 
la expresión génica del sistema neuroinmunitario, activación de la microglía y 
neurodegeneración en ciertas regiones cerebrales (Qin and Crews 2014). 
 
Sin embargo, no todas las áreas cerebrales sufren el mismo daño, 
estudios en alcohólicos mediante análisis post-mortem o utilizando técnica de 
neuroimagen, han demostrado que ciertas áreas cerebrales como corteza 
prefrontal (CPF), hipocampo, cerebelo y los nervios periféricos son dianas 
preferentes del alcohol dando lugar a neuropatías y neurodegeneración 
(Harper and Matsumoto 2005). Determinados estudios demuestran como el 
abuso de alcohol induce cambios estructurales en cerebro causando perdida 
neuronal y perdida de la materia blanca, principalmente se demuestra la 
desestructuración de la mielina en ciertas áreas cerebrales (Brooks 1997; 
Roussotte, Soderberg et al. 2010). 
 
De hecho, las evidencias de diferentes estudios indican que la 
sustancia blanca, en la que se incluye la glía, astrocitos, oligodendrocitos y las 
terminaciones sinápticas, son diana preferente del alcohol (Suzanne and Kril 
2014). Los mecanismos que se han propuesto por los cuales el alcohol causa 
neurodegeneración incluyen los efectos sobre la migración celular, la 
supervivencia neuronal y la diferenciación glial (Siegenthaler and Miller 2004). 
 
Para completar el amplio espectro de los efectos perjudiciales del 
abuso de alcohol, indicar que otra de las alteraciones descritas se centran en 
la alteración de la formación de la mielina; tanto en jóvenes adolescentes con 
consumos intermitentes de alcohol (McQueeny, Schweinsburg et al. 2009) 
como en niños expuestos al etanol durante el su desarrollo fetal (Riley, Guerri 
et al. 2003). Estos resultados se han reproducido en animales experimentales 
adolescentes con consumos intermitentes de alcohol (Montesinos and Guerri 
2015), así como también en animales adultos con un consumo crónico de 






2.3. El sistema inmune innato y los receptores de 
reconocimiento de patrones 
 
Una vez vistas las células más representativas para nuestro estudio, 
debemos saber cuáles son algunos de los mecanismos por los cuales el 
alcohol genera esta gran cantidad de alteraciones funcionales y patologías en 
diferentes órganos, incluyendo el cerebro. Dado que el estudio se va a centrar 
en los efectos ocasionados por la inflamación debemos conocer que rutas y 
mecanismos moleculares median en la respuesta neuroinmune. 
El sistema inmune posee dos componentes importantes, el sistema 
inmune innato (SII) y sistema inmunitario adaptativo o adquirido (SIA). Estos 
dos componentes defienden al organismo frente a patógenos y 
microorganismos, potencialmente dañinos, mediante la activación de las rutas 
inflamatorias encargadas de eliminar y responder ante la infección.  
 
El sistema inmunitario adaptativo (SIA) da lugar a una respuesta 
específica para cada agente infeccioso y guarda memoria inmunológica del 
patógeno para impedir la reinfección. En esta respuesta juegan un papel 
fundamental los linfocitos T y B los cuales, mediante receptores basados en 
inmunoglobulinas, son capaces de diferenciar las células propias de las ajenas. 
Merece destacar que los mecanismos por los cuales estas células reconocen 
y presentan una gran variedad de antígenos son complejos y participa en 
procesos como la clonalidad y memoria (Scott 2010). 
 
FIGURA 5: REPRESENTACIÓN DEL RECONOCIMIENTO POR PARTE DE UN RECEPTOR TLR DE 





Por otro lado, el sistema SII es la primera línea de defensa frente a 
agentes infecciosos, su función principal es la eliminación de estos agentes de 
la forma más rápida posible con el fin de que dicha infección no se extienda en 
el tiempo o en las proximidades celulares donde se ha detectado. Los 
principales tipos celulares que participan en esta respuesta son los 
macrófagos, células NK, las células dendríticas y otras células del sistema 
inmunitario, estos son los actores principales y responsables de la acción 
dentro del SII y cuyos mecanismos de actuación no están totalmente 
esclarecidos (Ginhoux, Greter et al. 2010). 
 
La relevancia del SII y su contribución en diferentes patologías 
infecciosas y no infecciosas como el síndrome del intestino irritable 
(Weinbrand-Goichberg, Segal et al. 2013), enfermedades neurodegenerativas 
(Boutajangout and Wisniewski 2013) o afecciones desmielinizantes como la 
esclerosis múltiple (Mayo, Quintana et al. 2012) ha conducido a una intensa 
investigación sobre este sistema de defensa. De hecho, datos recientes 
sugieren la existencia de un tipo de memoria asociada al sistema innato 
denominada “Trained immunity” algo así como inmunidad entrenada (Ogawa, 
Enomoto et al. 2012). 
 
Existen una gran variedad de sustancias y agentes que activan la 
respuesta innata en el sistema nervioso central, entre ellos podemos nombrar 
los lipopolisacaridos (LPS), peptidoglicanos, lipoproteínas, ADN, glicolípidos y 
fragmentos de pared celular. Este grupo de antígenos tan diverso se agrupan 
en un complejo llamado patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs: 
Pathogen-Associated Molecular Patterns). Los receptores celulares 
encargados del reconocimiento de los PAMPs se denominan receptores de 
reconocimiento de patrones (PRR: Pattern Recognition Receptor), los cuales 
se han seleccionado en el transcurso de la evolución para reconocer 
estructuras o productos microbianos, en la figura 5 se muestra una ilustración 
artística del reconocimiento entre los PAMPs y los PRR. 
 
Dentro de los diferentes PRR existen cuatro grupos principales, 
genética y funcionalmente diferentes: Los Toll-like receptors (TLRs), los C-type 




(RLRs) y por último los nucleotide-binding domain leucine-rich repeat (NLR) 
(Davis, Wen et al. 2011). Entre estos grupos de PRRs merecen destacar, por 
su papel en diferentes patologías, los receptores de membrana tipo Toll (TLRs) 
y los citoplásmicos tipo NLRs. 
 
2.3.1. ¿Qué son los Toll Like Receptors (TLR)? 
 
En los mamíferos existe un sistema de receptores de reconocimiento 
de PAMPs que por su semejanza a los de la mosca de la fruta Drosophila 
melanogaster se denominan receptores semejantes a Toll (TLRs: Toll-like-
Receptors).  
 
Estos TLRs se activan a través de toda una batería de señales 
documentadas como el ácido lipoteicoico, Zymosan, mycobacterias, factor 
soluble de tuberculosis, espiroquetas, células necróticas, productos 
bacterianos, análogos al lípido A, Cryptococcus neoformans, etc (Underhill 
2003). Además, los receptores TLRs responden a agentes inespecíficos y 
variados gracias a la presión evolutiva que han sufrido estos receptores para 
adaptarse a la infinidad de agentes foráneos a los que el cuerpo humano está 
en constante interacción. 
 
Los receptores TLRs se describieron inicialmente en la mosca de la 
fruta Drosophila melanogaster como moduladores de la polarización dorso 
ventral durante el desarrollo embrionario (Anderson, Bokla et al. 1985). 
Posteriormente se observó que formaban parte fundamental de la inmunidad 
innata participando activamente frente a infecciones bacterianas y mitóticas 
(Lemaitre, Nicolas et al. 1996). 
 
Actualmente se sabe que los TLRs constituyen una familia de 
proteínas transmembrana con un dominio extracelular caracterizado por 
repeticiones de leucina (LRR: Leucine-Rich Repeat) y un dominio intracelular 
homólogo al receptor de la interleuquina 1 (IL-1) de los mamíferos cuya 
principal función es el reconocimiento de los antígenos PAMPs pero también 




con microorganismos y se denominadas DAMPs (Damage-associated 
molecular pattern molecules), estos antígenos “estériles” activan los procesos 
inflamatorios de los TLRs de igual manera que los PAMPs (Figura 6).  
 
FIGURA 6: COMPARACIÓN DE LA ESTRUCTURA DEL RECEPTOR DE LA IL1B Y LOS RECEPTORES 
TLR EXTRAÍDA DE HTTP://ACCES.ENS-LYON.FR/ACCES/RESSOURCES/IMMUNITE-ET-
VACCINATION. 
 
La activación de los receptores TLR induce, en primera instancia, la 
síntesis de péptidos antibacterianos como la atocina y anti fúngicos como la 
drosomicina (Tauszig, Jouanguy et al. 2000). 
 
El primer TLRs descubierto en humanos se denominó receptor TIL y 
corresponde al TLR1 (Taguchi, Mitcham et al. 1996). La segunda molécula fue 
descrita en 1997 por (Medzhitov, Preston-Hurlburt et al. 1997) a la que 
denominó hToll (TLR4) y se demostró que este receptor inducía la activación 
de factor nuclear kappa beta (NF-kB) y la cascada de síntesis de citoquinas 
pro-inflamatorias mediante una rápida respuesta a estrés o por el 
reconocimiento de patógenos. 
 
A parte del TIL y TLR4, dentro de la familia de los TLR se han descrito 
hasta 11 miembros diferentes de los cuales del TLR1 al TLR9 son comunes en 
humano y en ratón. A modo de resumen general de los diferentes TLRs 
presentes en ratones y humanos, vamos a utilizar la revisión de Takeda y 





Como vemos en la figura 7, cada receptor está especializado en el 
reconocimiento de determinados agentes alterantes aunque también se han 
descrito interacciones entre los distintos receptores que posteriormente 
veremos con más detenimiento. El receptor TLR2 reconoce una gran variedad 
de componentes microbianos que van desde lipoproteínas y peptidoglicanos 
de bacterias Gram positivas al Zymosan de hongos y glicolípidos de 
Treponema; este receptor también reconoce una variante del LPS generado 
por bacterias no entéricas como la Leptospira interrogans y el helicobacter pilori 
que es diferente del típico LPS de las Gram negativas el cual es reconocido 
mayoritariamente por el receptor TLR4. 
 
FIGURA 7: REPRESENTACIÓN GRÁFICA DE LOS DIFERENTES RECEPTORES TLRS Y SU 
LOCALIZACIÓN SUBCELULAR. (NETEA, WIJMENGA ET AL. 2012) 
 
La explicación al hecho de que el TLR2 reconoce un tipo de LPS que 
no lo hace el TLR4 (Hashimoto, Asai et al. 2004) puede deberse al hecho de 
que el TLR2 es capaz de formar heterodímeros con otros receptores Toll como 
el TLR1 y el TLR6; se ha visto como macrófagos deficientes en TLR6 son 




derivados de micoplasma (Takeuchi, Kawai et al. 2001). La capacidad del TLR2 
de unirse a otras proteínas y receptores le permite reconocer lipopéptidos 
diacilo cuando está unido al TLR6 y lipopéptidos triacilo cuando está unido al 
TLR1 generados por Gram positivos (Heneka, Kummer et al. 2013).  
 
Los receptores TLR3, TLR7 y TLR8 se localizan intracelularmente y 
están generalmente asociados a endosomas. El receptor TLR3 está 
especializado en la respuesta frente a virus ya que se activa por ácidos 
nucleicos, especialmente por ARN de doble cadena. Al detectar estas 
macromoléculas se activa la señalización de NF-kB (Alexopoulou, Holt et al. 
2001). TLR7 y TLR8 comparten una estructura proteica altamente conservada 
y reconocen el mismo tipo de ligando en la mayoría de los casos. Estos 
receptores reconocen compuestos sintéticos como las imidazoquinolinas (Jurk, 
Heil et al. 2002; Tan, Yu et al. 2013), esta molécula tiene una estructura similar 
a la guanosina por lo que estos dos receptores, junto al TLR3, estarían 
encargados del reconocimiento de moléculas de ácidos nucleicos víricos. 
 
El receptor TLR5 se localizada en la membrana plasmática y reconoce 
el componente flagelado de bacterias, la flagelina (Hayashi, Smith et al. 2001). 
El TLR5 se expresa mayoritariamente en las células de epitelio y del endotelio 
intestinal indicando la importancia del TLR5 en el reconocimiento de patógenos 
en la superficie de las mucosas. Estudios en mutaciones del gen del TLR5 
están asociadas a neumonía ocasionada por Ligionella pneumophila (Hawn, 
Verbon et al. 2003). 
 
El receptor TLR9 reconoce secuencias no metiladas del ADN y 
análisis en ratones deficientes para TLR9 muestran la relación entre este 
receptor y los motivos CpG no metilados del ADN, estas zonas están altamente 
relacionadas con el ADN bacteriano y viral desencadenando la respuesta 
inmunitaria (Hemmi, Takeuchi et al. 2000). 
Para terminar con el resumen de los diferentes receptores Toll que 
encontramos en la bibliografía, en nuestro estudio nos hemos centrado en el 
receptor de membrana plasmática TLR4; este se encuentra altamente 




documentado la reactividad de este TLR con los lipopolisacaridos de bacterias 
Gram negativas (Beutler 2000; Guha and Mackman 2001). El reconocimiento 
de los PAMP por los TLR4 depende de una glicoproteína MD-2, esta tiene 
mucha afinidad por los lipopolisacaridos de las bacterias Gram+ pero para 
realizar su acción mediadora requiere de la unión al receptor TLR4 ya que éste 
es el encargado de activar la respuesta inmune.  
 
Otra de la característica más importante de esta proteína de 
membrana es la capacidad de formas complejos con otros receptores. Aunque 
ya hemos visto la relación con la MD-2, una de las asociaciones más 
estudiadas es el caso de la relación con el CD14 que puede interaccionar con 
TLR2 o 4. El receptor CD14 carece de dominio transmembrana pero al tener 
una alta afinidad por los lipopolisacaridos bacterianos ha de generar un 
complejo proteico con los TLR para desencadenar la respuesta inmune 
(Wright, Ramos et al. 1990). 
 
2.3.2. Tipos celulares dónde encontramos los TLR en el SNC 
 
Los estudios iniciales situaban a los TLRs como presentadores de 
antígenos en las células B, células dendríticas, monocitos y macrófagos dentro 
del sistema inmune innato. Actualmente se ha demostrado que estos 
receptores se expresan en el SNC, principalmente en células gliales (astrocitos 
y microglía). De hecho, Olson y Miller (2004) en ratones y Bsibsi y 
colaboradores (2002) en humanos, demostraron que la microglía expresa tanto 
los receptores TLRs como las moléculas adaptadoras de estos (MD2 por 
ejemplo) y que un tratamiento con los ligandos de estos receptores, como 
peptidoglicanos (PGN) o LPS, desencadenan un aumento en los niveles de 
expresión del ARN mensajero del receptor TLR4 y del factor de diferenciación 
mieloide 88 (MyD88) (Bsibsi, Ravid et al. 2002; Olson and Miller 2004). 
 
Diferentes estudios demuestran como la microglía, cuando se 
estimula con LPS, libera citoquinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis 
tumoral α (TNF-α) y la interleuquina 6 (IL-6) (Chan, Seguin et al. 2003) y anti-




Además, diferentes TLRs participan en el metabolismo de la microglía y en 
procesos de apoptosis vía autocrina/paracrina debido a la producción del 
interferón β (IFN-β). 
 
La expresión de los TLRs también se ha documentado en astrocitos, 
prácticamente todos los TLRs se han detectado en cultivos primarios de 
astrocitos al co-expresarse en células positivas para la proteína gliofibrilar 
ácida (GFAP) (Jack, Arbour et al. 2005). Otros estudios demuestran niveles 
significativos de numerosas quimioquinas (CCL2, CCL3, CCL5, ICAM-1) 
cuando los astrocitos se estimulan con sus ligandos específicos vía TLRs. Así 
mismo, un aumento de expresión de TLR4 con producción de IL-6, TNF-α, IFN-
α4, IFN-β y iNOS (óxido nítrico sintasa inducible) se observa en atrocitos tras 
ser estimulados con LPS (Farina, Aloisi et al. 2007).  
 
Finalmente, el tercer tipo celular del SNC en los que se ha detectado 
la expresión de los TLR son las neuronas; todos los TLRs (TLR1-10) se han 
detectado en líneas continuas de cultivo neuronal (NT-2) (Zhou, Ye et al. 2009). 
Los trabajos de Mishra y colaboradores demostraron la expresión del TLR2, 4, 
6, 7 mediante detección del mensajero en cerebro (Mishra, Mishra et al. 2006). 
Otros datos que corroboran la expresión de los receptores TLR en neuronas 
son los estudios de (Wadachi and Hargreaves 2006) en los que detectan la 
expresión de TLR4 y CD14 introduciendo la hipótesis de que las neuronas 
podrían ser activadas vía LPS. Sin embargo, aunque la expresión de los TLRs 
se ha detectado en neuronas, parece que su señalización no sigue la vías 
clásicas de los TLRs y se desconoce su significado funcional dentro de este 
tipo celular (Okun, Griffioen et al. 2011). 
 
El hecho de encontrar expresión de los receptores Toll en el cerebro 
nos indica que, aparte de su importancia en la respuesta inmune innata, estos 
receptores tienen un papel destacado en la generación del córtex o la inducción 





2.4. La respuesta del sistema inmune mediada por los TLRs 
 
2.4.1. La señalización de Toll y la ruta MYB88 
 
El descubrimiento de la participación de TLR en la respuesta inmune 
innata les valió a Jules Hoffmann y Bruce Beutler el premio nobel en 2011; 
anteriormente, en 1998, Beutler descubrió que el TLR4 era el responsable de 
reconocer a ciertas endotoxinas bacterianas (lipopolisacáridos o LPS), 
específicamente al lípido A altamente conservado en microorganismos Gram 
positivos. Comprobaron que este lípido daba lugar a una importante respuesta 
del sistema inmune (Poltorak, He et al. 1998).  
FIGURA 8: ESQUEMA RUTA TLR4-MYB88 DEPENDIENTE E INDEPENDIENTE 
 
Esta respuesta inflamatoria primaria desencadena una serie de 
patologías endógenas asociadas como la arteriosclerosis, enfermedades 





La activación de los receptores TLRs e IL-1Rs conlleva a una 
señalización intracelular similar, esta se inicia con el reclutamiento de 
diferentes proteínas adaptadoras que contienen el dominio TIR (Hertzog, 
O'Neill et al. 2003; Akira and Takeda 2004), entre las que se encuentra la 
MyD88 dependiente e independiente (Figura 8). A continuación vamos a 
describir con más detalle estas rutas mediadas por la activación de los 
receptores TLR. 
 
2.4.2. La Ruta MyD88 Dependiente 
 
La anterior ilustración (Figura 8) nos puede facilitar la explicación del 
proceso de activación de los TLRs. El proceso se inicia con el reconocimiento 
de los PAMP y/o DAMP, mencionados anteriormente, esta señal induce la 
dimerización del receptor que gracias a esta conformación aumenta la afinidad 
de las proteínas adaptadoras (MD2 o CD14) a los dominios TIR de los TLR. 
 
La proteína MyD88 recluta y activa a IRAK-4 (quinasa) que 
hiperfosforila a IRAK-1, necesario para formar un complejo con TRAF6 (factor 
asociado al receptor del factor de necrosis tumoral 6). La formación del 
complejo IRAK-4/IRAK-1/TRAF6 induce un cambio conformacional que libera 
el complejo del receptor liberando el complejo de proteínas IRAK. Esto provoca 
la activación de las MAPK (proteínas quinasas activadas por mitógenos) y de 
la quinasa IKK que fosforila a IκB (inhibidor de κB), degradándose y liberando 
el NF-κB que se transloca al núcleo. El NF-κB (del inglés nuclear factor kappa 
light-chain enhancer of activated B cells) es un potente factor de transcripción 
que inducen la expresión genética de proteínas pro y anti inflamatorias así 
como de otras proteínas relacionadas con la respuesta inmune. 
 
Además de la ruta de activación del NF-kB, algunos TLRs tienen la 
capacidad de generar respuesta inmune a través de una ruta alternativa 






2.4.3. La ruta MyD88-independiente 
 
La estimulación de células del sistema inmunitario con LPS también 
induce la activación de la vía que conlleva a la expresión del interferón-β. Esta 
vía se inicia mediante la interacción del receptor con dos proteínas 
adaptadoras, la molécula adaptadora relacionada con TRIF (TRAM) y la que 
induce interferón-β y que contiene el dominio TIR (TRIF). El reclutamiento de 
estas proteína inducen la activación del factor de transcripción IRF-3 (factor 
regulador de interferón 3) que se fosforila y se transloca al núcleo donde induce 
la producción de interferón β (IFN-β). 
 
El IFN-β activa a las proteínas STAT (transductor de señal y activador 
de la transcripción) con la consiguiente activación de genes inducibles por 
interferón como IFN-β, IRF-1, IP-10 o VCAM-1 (Toshchakov, Jones et al. 
2002); (Yamamoto, Takeda et al. 2004); (Kawai and Akira 2006). 
 
 Ambas vías, la MyD88-dependiente e independiente, causan la 
regulación de la expresión de un conjunto de genes comunes (NF-κB, AP-1 o 
IRFs), e inducen la secreción de citoquinas pro-inflamatorias (McCoy and 
Tansey 2008), además de proteasas y enzimas metabólicas como son iNOS y 
COX-2 (ciclo-oxigenasa-2) (Kracht and Saklatvala 2002). Además, iNOS y 
COX-2, son importantes componentes en la cascada inflamatoria post-lesión 
en varios tipos de daños cerebrales (Heales, Bolaños et al. 1999). 
 
2.4.4. Alcohol, TLRs y neuroinflamación 
 
El laboratorio de Patología Celular de la doctora Consuelo Guerri, fue 
el primero en demostrar que el etanol causaba inflamación en cerebro por 
mecanismos dependientes de los receptores TLRs. De hecho los primeros 
trabajos de Valles y colaboradores en 2004 demostraron que el etanol “per se” 
activaba la señalización de los receptores IL-1β/TLR4 tanto en cerebro de ratas 
con consumos crónicos de alcohol como en astrocitos y microglía en cultivo 
primario (Vallés, Blanco et al. 2004), (Blanco, Vallés et al. 2005; Alfonso-




causando una liberación de citoquinas y mediadores inflamatorios al medio 
celular, lo que conducía a neuroinflamación y daño neuronal.  
 
De hecho, el bloqueo de los receptores TLR4, usando ARNs de 
silenciamiento (siARN) o células de ratones TLR4 (-/-) elimina tanto la 
activación de la vía de señalización MAPK/NF-kβ, como el aumento de 
citoquinas y la neuroinflamación (Alfonso-Loeches, Pascual-Lucas et al. 2010). 
Estos resultados plantean la pregunta de si la activación de los TLRs es el 
único mecanismo que participa en la neuroinflamación causada por el abuso 
de alcohol o hay otros mecanismos involucrados en dicho proceso. Este va a 
ser uno de los objetivos principales de nuestro trabajo. 
 
2.4.5. La IL-1β e IL-18; ¿Qué papel tienen en la inflamación? 
 
Como hemos comentado anteriormente, existe una relación directa 
entre el receptor IL-1β y el TLR4 ya que la activación de ambos receptores 
conllevan la liberación de una citoquina pro inflamatoria denominada IL-1β. La 
interleuquina-1 forma parte de una familia de 11 miembros (Garlanda, Dinarello 
et al. 2013), es una potente citoquina inflamatoria que se libera a través de las 
células del sistema inmunitario como macrófagos, células dendríticas, células 
microgliales y astrogliales. Esta liberación sucede como respuesta a 
infecciones o cualquier tipo de lesión o estrés. La IL-1β y la IL-18 son 
mediadores clave en la respuesta inflamatoria ocasionando fiebre y producción 
de proteínas de fase aguda además de participar en numerosas patologías 
inflamatorias y metabólicas tal y como describe su principal descubridor 
Charles Dinarello (Dinarello 1996; Dinarello 2011).  
 
La IL-1β se expresa en forma inmadura como pro-IL1β (Kim, Lee et 
al. 2013) y se procesa post-transcripcionalmente a su forma madura IL-1β para 
que pueda indicar a la propia célula o células del entorno la presencia de 
infección o daño. En estas condiciones los receptores TLRs, RLRs y otros 
PRRs, involucrados en la respuesta inflamatoria, activan las rutas NF-κB y 




inmune necesarios para la sobreexpresión de IL-1β. Por otro lado, la IL-18 se 
expresa de forma constitutiva en numerosos tipos celulares. 
 
Estas dos citoquinas se transcriben y translocan al citoplasma a la 
espera de una señal externa que active a la proteína encargada de su 
procesamiento, este se debe a la acción de la Caspasa1 (CA-1) que procesará 
las formas maduras de las citoquinas pro-IL-1β (31kDa) y pro-IL-18 (24kDa) 
mediante proteólisis para generar el pro-dominio liberando las formas maduras 
de 17 y 18kDa respectivamente. Esta actividad se ha visto mayoritariamente 
en monocitos y macrófagos (Dinarello and Netea 2014). 
 
La actividad y expresión de la CA-1 es dependiente del tipo celular; 
en los macrófagos, por ejemplo, se observa una expresión constante de la CA-
1 y solo se necesita de una segunda señal para la liberación de IL-1β (Netea, 
Nold-Petry et al. 2009), por el contrario, otros tipos celulares como neutrófilos, 
lo cuales contienen otras proteasas como la elastasa o la proteasa-3, capaces 
de realizar la acción de maduración de las pro-IL-1β y la pro-IL-18, no requieren 
de unos niveles constantes de la CA-1 (Stehlik 2009). Indicar que estas dos 
citoquinas tienen moléculas antagonistas inhibidoras naturales; IL-1R (IL-1Ra) 
y IL-18BP (IL-18 binding protein). 
 
Las formas maduras de estas interleuquinas son reconocidas por sus 
respectivos receptores, IL-1RI y IL-18Rα con lo que la señal de inflamación se 
ve incrementada (Dinarello 2009). La transducción de la señal por parte de 
estos receptores esta mediada por el domino TIR (Toll/Il1-RI) el cual también 
está presente en los TLRs (Yamamoto, Takeda et al. 2004). 
 
Para que la CA-1 ejerza su actividad se necesita que los receptores 
PRRs, entre otros, detecten en el ambiente extracelular la presencia de 
PAMPs, o DAMPs como el ATP, MSU, moléculas bacterianas, cristales, 
aluminio u otros indicadores de estrés en el microambiente celular. Este 
reconocimiento desencadena una serie de procesos intracelulares que derivan 
en la liberación de pro-IL1β y su posterior procesamiento a IL-1β capaz de 





Los estudios sobre los mecanismos moleculares que activan la 
liberación de la IL-1β no están del totalmente esclarecidos pero parece que las 
células del sistema inmunitario, en un primer momento, sufren un estado de 
“priming” o “señalización” cuando detectan patógenos, PAMPs, restos 
celulares u otras señales consideradas como DAMPs. Está señal de alerta 
activa la liberación de la pro-IL1β. aunque, por si sola, no es suficiente para 
activar la liberación de IL-1β ya que se necesita una segunda señal efectora 
(Martinon, Mayor et al. 2009). 
 
De hecho, la importancia de esta citoquina en el presente trabajo se 
basa en resultados del laboratorio que indican que tanto el consumo crónico 
de alcohol como el abuso de este, como en un patrón de “binge drinking”, 
causan una predominante inducción de IL-1β tanto en cerebro como en cultivos 
primarios de células gliales estimuladas con etanol. Estos resultados plantean 
la necesidad de evaluar qué mecanismos y complejos proteicos participan en 
la liberación de la IL-1β. Uno de los mecanismos que más importancia está 
adquiriendo en los últimos años en el procesamiento de la IL-1β son una serie 
de receptores citoplásmicos conocidos como NLRs y que vamos a presentar 
antes de describir los diferentes efectos y mecanismos relacionados con el 
aumento de la IL-1β en neuroinflamación. 
 
2.5. Receptores citoplásmicos, NLR o Inflamasomas 
 
Como se ha descrito en el apartado anterior, la citoquina IL-1β se 
sintetiza de forma inactiva como pro-IL1β y requiere de la actividad de la 
proteasa CA-1 encargada de su procesamiento y maduración. Estudios con 
ratones knock-out para la Casp1 (-/-) o experimentos con inhibidores de la 
Caspasa1 como la molécula Z-YVAD muestran una nula o escasa liberación 
de la IL-1β, demostrando la relación existente entre los niveles de IL-1β y la 
actividad de la CA-1(Okamoto, Liu et al. 2010).  
 
Adicionalmente se ha visto que la actividad de la caspasa1 depende 




objetivo final de generar un complejo multiprotéico activo denominado 
Inflamasoma.  
 
En los últimos años se han identificado y caracterizado nuevos 
receptores citoplásmicos relacionados con la respuesta inmune innata, los 
Inflamasomas. Esta terminología fue acuñada por el grupo de Tschopp en 2002 
y hacía referencia a un complejo multiprotéico relacionado con el 
procesamiento de la citoquina pro-IL-1β (Martinon, Burns et al. 2002). Hasta la 
fecha se han postulado diferentes moléculas pertenecientes a esta familia de 
receptores dentro del SII y cuya función es la de actuar como sensores 
celulares en respuesta a estrés, los cuales tienen la característica de formar 
complejos proteicos para ser funcionalmente activos. 
FIGURA 9: ACTIVACIÓN DEL INFLAMASOMA NLRP3, ESQUEMA EXTRAÍDO (FRANCHI, 
MUÑOZ-PLANILLO ET AL. 2012) 
 
Existen dos subfamilias dentro de estos receptores, los llamados NLR 
del inglés, Nucleotide-binding oligomerization domain like-receptors and 




representante más estudiado es el AIM2. Estas familias proteicas se incluyen 
dentro de los receptores de tipo PRRs intracelulares (Davis, Wen et al. 2011). 
 
La polimerización de los de receptores NLRs conduce a la formación 
de grades complejos de proteínas citosólicas que reclutan y activan a la 
caspasa-1 la cual se encarga del procesado de la pro-IL-1β y posterior 
liberación de la interleuquina-1 beta madura (Figura 9). Este procesamiento 
genera un aumento en la secreción de las citoquinas IL-1β, IL-18 y IL-33 como 
muestran el trabajo de (Keller, Rüegg et al. 2008).  
 
Para esta acción, la mayoría de los NLR requieren la presencia de 
una proteína ensambladora o adaptadora llamada ASC (apoptosis-associated 
speck-like protein containing a caspase recruitment domain) la cual es la 
encargada de conectar las diferentes piezas de este puzle proteico (Xiao 2015). 
Estos receptores, a través de su interacción con los receptores de membrana 
plasmática IL-1RI, liberan mediadores inflamatorios indicando la importancia 
de este mecanismo como defensa temprana durante las infecciones. Sin 
embargo, como ocurre con los TLRs, una activación crónica puede causar 
daño celular si la presencia de la señal inflamatoria se extiende en el tiempo. 
 
Al igual que los TLRs, los NLRs reconocen tanto los patrones PAMPs 
y DAMPs, el reconocimiento coordinado de ambos tipos de receptores es 
esencial para que se produzca una adecuada respuesta inmune. Además, 
existen algunos NLRs que necesitan la ayuda de otros PRRs para activar y 
secretar las principales citoquinas pro inflamatorias, IL-1β e IL-18 (Dinarello 
2006).  
 
La importancia de los Inflamasomas viene dada por su relación con 
ciertas enfermedades inflamatorias humanas (Hoffman and Brydges 2011), el 
síndrome Muckle-Wells (mutación en el gen NPL3), fiebres crónicas, 
enfermedad de Crohn, gota y la enfermedad de Alzheimer entre otras (Strowig, 
Henao-Mejia et al. 2012). Se he comprobado que el tratamiento con 
antagonistas de receptores IL-1β revierte los síntomas clínicos en 




una relación causa-efecto entre la producción de IL-1β y la enfermedad 
(Hawkins, Lachmann et al. 2003; Larsen, Faulenbach et al. 2007). 
 
2.5.1. Estructura y tipos de NLR (CATERPILLERs, NOD-LRRs o 
NACHT-LRRs) 
 
La familia proteica de los NLR consiste en 14 miembros numerados 
del NLRP1 al NLRP14 (también conocidos como NALPs) y el factor activador 
de proteasas tipo ICE (IPAF); estos receptores se expresan tanto en el genoma 
de ratones como en el de humanos y comparten muchas similitudes con los 
receptores TLR, (Figura10). Centrándonos en la estructura molecular de estas 
proteínas, la mayoría de NLRs presentan tres dominios principales, los cuales 
fueron descritos por Eigenbrod y colaboradores (Franchi, Eigenbrod et al. 
2009):  
 
(1) Un dominio central de enlazamiento de nucleótidos que media la 
oligomerización llamado (NOD o NACHT); (2) un dominio N-terminal variable 
que puede aparecer como dominio CARD, relacionado con el reclutamiento de 
caspasas y que define a la familia NLRC4 y NACHT; como dominio PYD, 
dominio de pirinas, que define a la familia NLRP; o como dominio BIR: 
repeticiones IAP de Baculovirus y finalmente (3) un dominio C terminal rico en 
repeticiones de leucina (LRR) cuya importancia reside en la detección de 
señales moleculares asociadas a patógenos (Ting, Lovering et al. 2008). 
 
Una gran parte de los NLR, gracias a su dominio de reclutamiento de 
caspasas (CARD), interaccionan con proteínas asociadas al adaptador 
molecular ASC (del inglés: apoptosis-associated speck-like protein containing 
a CARD), destacar que el NLRP1 fue el primer receptor en el que se vio esta 






FIGURA 10: COMPARACIÓN ENTRE LOS RECEPTORES TLR Y NLR Y SUS PRINCIPALES 
EFECTOS INFLAMATORIOS 
 
El complejo se completa con una molécula efectora, esta función 
recae en la cisteína proteasa caspasa-1 (CA-1). EL ensamblaje de estas 
proteínas forma el complejo multiprotéico conocido como inflamasoma, este 
suele presentarse en forma de hexámero o heptámetro (Aksentijevich, D 
Putnam et al. 2007). En la figura 11 podemos observar un esquema en el que 
se nombran los diferentes componentes de los receptores NLR y como se 
agrupan formando el complejo Inflamasoma por la acción de sustancias 
inflamatorias (Shayakhmetov, Di Paolo et al. 2010). 
 
Una vez el complejo está unido, es capaz de reconocer a las 
citoquinas inmaduras tales como IL-β1, IL-18 e IL-33 para completar el 
procesamiento y liberar estas citoquinas cuya función es la de indicar a la célula 
la presencia de un daño o “ataque” a nivel celular (Hoffman and Brydges 2011). 
 
Si la señalización de daño y la consiguiente liberación de citoquinas 
se prolongan en el tiempo, los mecanismos moleculares dentro de la célula 
pueden alterar los procesos de programación celular dando como resultado 





Este mecanismo de muerte celular es dependiente de la acción de la 
caspasa 1 y se diferencia de la muerte celular por apoptosis en que esta última 
no está mediada directamente por la caspasa 1 y no es dependiente de 
inflamación sino de la actividad de las caspasa 3, caspasa 6 y caspasa 7 
(Kuida, Lippke et al. 1995; Bergsbaken, Fink et al. 2009). 
 
Durante la piroptosis, los componentes celulares se vierten en el 
espacio extracelular produciendo inflamación en las células adyacentes; 
aunque este tipo de muerte celular programada contiene características 
similares a la necrosis o la apoptosis, parece estar más relacionada con 
mecanismos de eliminación y limpieza celular de microorganismos (Miao, Leaf 
et al. 2010). Sobre este tipo de muerte celular programada profundizaremos 
más adelante. 
FIGURA 11: ESQUEMA DE LA ACTIVADORES Y OLIGOMERIZACIÓN DE LOS DIFERENTES 
INFLAMASOMAS. 
 
A continuación vamos a ver, de forma general, los diferentes 
Inflamasomas que hay documentados en la bibliografía para después ver más 
con más detalle al receptor NLRP3 ya que es el Inflamasoma más estudiado y 





Para seguir de forma más sencilla los diferentes dominios de los 
Inflamasomas, a continuación se presentan los componentes principales de 
estos NLRs (Figura 12): 
 
 
FIGURA 12: ESQUEMA DE LOS COMPONENTES BÁSICOS DE LOS INFLAMASOMAS. 
 
NLRP1: Como hemos mencionado, este fue el primer Inflamasoma en 
descubrirse, el NLRP1 interacciona con la caspasa 1 a través de la proteína 
adaptadora ASC y con la caspasa 5 directamente a través del domino CARD 
(Martinon, Burns et al. 2002). Merece destacar que la interacción y 
dependencia de ASC y caspasa 5 en el NLRP1 no está totalmente esclarecida; 
se ha observado que el ASC aumenta el efecto de NLRP1 pero que no es 
esencial para su acción inflamatoria, esto deja entrever dos posibles 
mecanismos de acción en la actividad del complejo (Faustin, Lartigue et al. 
2007). Por lo que se refiere a la caspasa 5, esta no está presente en otros 
Inflamasomas como el NLRP3 o el NLRP2 por lo que parece no parece 
esencial (Agostini, Martinon et al. 2004). 
 
Nod2 o NLRC2: Tiene la capacidad de unirse directamente a la 
caspasa 1 vía dominio CARD pero carece de la posibilidad de procesar la forma 
inmadura de la IL-1β sin la presencia de NLRP1 o NLRP3 (Hsu, Ali et al. 2008). 
La unión de NLRP1 y Nod2 forma el complejo MDP-sensing inflamasoma que 
les permite tener más afinidad por la caspasa 1 y por ende, más activación. 
Esto podría explicar la habilidad de los Inflamasomas para generar 
heterodímeros (Damiano, Oliveira et al. 2004). Como curiosidad, el MDP está 
relacionado con la sensibilidad a infecciones con Bacillus anthracis y su toxina 





NLRP2: Interacciona con ASC formando un Inflamasoma que también 
contiene la proteína Cardinal 8 (CARD8), esta proteína presenta un dominio 
CARD que le permite interaccionar con la caspasa 1. La unión entre CARD8 y 
NLRP2 requiere de la activación de NLRP2 vía perdida de la parte rica en 
repeticiones de Leucina LRR (Razmara, Srinivasula et al. 2002),  
 
NLRC4: Este NLR contiene el dominio CARD para reclutar 
directamente a la CA-1 pero también interacciona a su vez con la adaptadora 
ASC para activar completamente el complejo. Se activa intracelularmente por 
microorganismos Gram-negativos como S. typhimurium, Legionella 
pneumophilia, Pseudomonas aeruginosa (Mariathasan, Newton et al. 2004; 
Miao, Alpuche-Aranda et al. 2006). La activación de NLRC4 induce la piroptosis 
en macrófagos para eliminar determinados patógenos (Navarre and Zychlinsky 
2000). 
 
Nod1 o NLRC1: Este Inflamasoma también contiene el dominio 
CARD y se ha documentado su participación en la activación del NF-kB y la 
MAPK; requiere la presencia de la proteína adaptadora RIP2 y forman el 
complejo conocido como Nodosoma (Bertin, Nir et al. 1999). Nod1 interacciona 
con la pro-caspasa1 para activar los procesos de maduración de la IL-1β. 
 
 
NLRP12: Poco se conoce de este Inflamasoma, estudios de 
sobreexpresión de este NLR demuestran la capacidad de inhibir la acción del 
NF-kB gracias a la actividad enzimática ATPasa del NLRP12 (Ye, Lich et al. 
2008). Este Inflamasoma también ejerce su acción acoplándose a ASC. 
 
AIM2: Pertenece a la familia de genes de respuesta al Interferón, 
siendo AIM2 el más conservado evolutivamente (Ludlow, Johnstone et al. 




aminoácidos repetidos, de ahí su nombre de HYN-200 o PYHIN. Inicialmente, 
estas proteínas se relacionaron con la proliferación y diferenciación celular 
pero posteriormente se vio su actividad como PRR al documentarse su 
capacidad de unión a ADN de doble cadena (ADNdc).  
 
Esta acción está mediada por el dominio de unión a oligosacáridos y 
oligonucleótidos del HIM-200 (Albrecht, Choubey et al. 2005). AIM2 ejerce su 
función en el citosol y reconoce ADN de doble cadena de cualquier organismo, 
pero no reconoce DNA de simple cadena actuando en el reconocimiento de 
DNA viral, plasmídico o DNA genómico en general (Roberts, Idris et al. 2009). 
Durante su oligomerización, el AIM2 recluta a ASC para activar la caspasa 1 
(Roberts, Idris et al. 2009). Esta actividad ha sido vista en macrófagos 
deficientes en AIM2 que al administrar ADNdc no se producía liberación de IL-
1β (Rathinam, Jiang et al. 2010). 
 
AIM2 es el único Inflamasoma que responde a la infección por la 
variante mutante de la flagelina derivada de Francisella tularensis(Fernandes-
Alnemri, Yu et al. 2010). 
 
Pyrin: Es el “fundador” de la familia PYD, al igual que AIM2 tiene 
dominios diferentes al del resto de Inflamasomas; su dominio PYD está 
formado por una zona central BBox y una terminal PRY/SRPY; Pyrin interactúa 
con diferentes Inflamasomas pero el papel que tiene no está del todo claro. Los 
últimos estudios le sitúan como activador ya que se une a la proteína CD2 
(Shoham, Centola et al. 2003). Ningún patógeno o PAMPs es capaz de activar 
la función de PYRIN de forma específica pero se ha visto su sobreexpresión 
en respuesta a proteínas pro-inflamatorias y su inhibición frente a proteínas 
anti-inflamatorias (Centola, Wood et al. 2000). 
 
Existen evidencias de interacción del dominio PYD de PYRIN y su 
interacción con diferentes componentes de los Inflamasomas a través del 




dominio de la pro-IL1β. Estás uniones tendrían un efecto regulador negativo en 
la activación y liberación de IL-1β. 
 
El último Inflamasoma, el NLRP3, es el protagonista principal de 
nuestro estudio y por ello el resto de la introducción va a girar en torno a este 
NLR ya que como hemos comentado es el mejor y más estudiado. 
 
NLRP3: Entre todos los Inflamasomas que se han descrito, la 
criopirina, o NALP3, es el Inflamasoma del que más estudios se han realizado, 
esta proteína citoplasmática contiene tres dominios: un dominio de pirina 
(PYD), un dominio de oligomerización del nucleósido (NOD) y un dominio de 
repeticiones ricas en leucina (LRR). 
 
Otros componentes de NLRP3 son, el ASC (proteína que contiene un 
dominio de reclutamiento y activación de caspasas: CARD) y la procaspasa-1 
(Drenth and van der Meer 2006; Franchi, Muñoz-Planillo et al. 2012). Las 
mutaciones en los genes de NLRP3 han sido identificadas en síndromes de 
enfermedades antiinflamatorias, conocidos como CAPS, síndrome periódico 
asociado a criopirina (Neven, Callebaut et al. 2004). Al igual que otros 
inflamasomas, el NLRP3 tiene la capacidad de formar hexámeros 
conformacionales para llevar a cabo su función (Figura 13). 
 
Diferentes estudios han demostrado que la criopirina es capaz de 
regular la neuroinflamación y los procesos de desmielinización en 
enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis múltiple (EM) (Jha, 
Srivastava et al. 2010). Sin embargo, mientras los TLRs e incluso los 
Inflamasomas pueden ser activados ante un proceso de infección, se 
desconoce cómo y qué tipo de participación e interacción ocurre durante el 
proceso inflamatorio e incluso qué interacciones ocurren durante la 





FIGURA 13: OLIGOMERIZACIÓN Y ACTIVACIÓN DEL INFLAMASOMA NLRP3. 
 
2.5.2. Mecanismos de activación del NLRP3 
 
La primera información acerca de las características fisiológicas del 
NLRP3 se vio en macrófagos derivados de cepas de ratones deficientes en 
este inflamasoma. En estos estudios se demostró la gran cantidad de agentes 
que activaban a este NLR; desde PAMPs, DAMPs, patógenos y sustancias 
químicas pasando por el flujo de potasio células, ATP, las especies reactivas 
de oxígeno (ROS), ADN de doble cadena viral y bacteriano, poly(I:C) hasta 
sustancias químicas como las imidazoquinolinas R848/R837 propiciaban la 
activación inflamatoria (Kanneganti, Özören et al. 2006; Mariathasan, Weiss et 
al. 2006; Martinon, Pétrilli et al. 2006; Sutterwala, Ogura et al. 2006; Petrilli, 
Papin et al. 2007; Muruve, Pétrilli et al. 2008).  
 
La activación de los NLRP3 se produce también en diferentes 
condiciones de estrés celular. Se he visto, por ejemplo, que en queratinocitos 
expuestos a agentes urticantes, como el trinitrochlorobenzeno, se produce un 
eccema que se asocia con la liberación de IL-1β vía caspasa 1 (Watanabe, 
Gaide et al. 2007); también en macrófagos estimulados con TNF-α se ha 




toda la serie de agentes capaces de activar al NLRP3 la pregunta que se 
plantea es, ¿Qué mecanismos están involucrados en la activación del 
Inflamasoma? a este respecto, existen tres líneas de investigación o hipótesis 
que sugieren diferentes posibilidades de inducción del complejo Inflamasoma. 
 
2.5.2.1. Hipótesis de activación del NLRP3  
 
Existen diferentes hipótesis que pretenden explicar cuál es el 
mecanismo por el cual, los diferentes agentes de respuesta a estrés, activan la 
formación del complejo NLRP3 y la consiguiente liberación de Il-1β activa, la 
siguiente figura pretende ayudarnos a ver estas diversas posibilidades (Figura 
14). 
FIGURA 14: ESQUEMA DE LAS DIFERENTES HIPÓTESIS DE ACTIVACIÓN DEL NLRP3: 
POR FLUJOS DE POTASIO (1) ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (2) O CATHEPSINA(3).EXTRAÍDO DE (SHAO, XU 





1. Activación mediante el receptor purinérgico P2X7 
 
El P2X7 es un canal purinérgico de iones con localización transmembrana 
y cuya funcionabilidad se ha relacionado con la actividad de la pro-caspasa1. 
Esta relación estimula la secreción de IL-1β, vía activación del NF-kB, a través 
de la ruta del TNF-α sugiriendo que existe una relación entre este receptor y el 
NLRP3 (Solini, Menini et al. 2013). 
 
En resumen, la acción del receptor depende de la detección, en el espacio 
extracelular, de las especies PAMP; este proceso sería la señalización primaria 
o “primming” de las células. La entrada al espacio intracelular de los DAMPs 
y/o PAMPs se realizaría por a través de poros generados por toxinas 
bacterianas (nigericina) o por los canales de panexina1. A su vez, la formación 
de estos poros propiciaría la salida de iones potasio (Figura15).  
 
 
FIGURA 15: ACTIVACIÓN DEL NLR3 VÍA LA SALIDA DE IONES POTASIO A TRAVÉS DEL CANAL 
P2X7: 
TRAS LA ESTIMULACIÓN DE LOS PROCESOS INFLAMATORIOS DERIVADOS DEL EFECTO DE LA PRESENCIA DE ATP 
EXTRACELULAR. ESTA ACTIVACIÓN ESTARÍA MEDIADA POR LA DETECCIÓN DE ESTRÉS CELULAR, LO QUE 
ACTIVARÍA AL CANAL DE LA PANEXINA1INDUCIENDO LA SALIDA DE IONES POTASIO A TRAVÉS DE LA FORMACIÓN 
DE LOS POROS REALIZADOS POR TOXINAS BACTERIANAS Y EL P2X7. EXTRAÍDO DE (TSCHOPP AND SCHRODER 
2010). 
 
Conectando con este mecanismo molecular de formación de poros a 
través de canales de iones, encontramos la acción del receptor P2X7 el cual 




generaría un mayor flujo de iones K+ en el espacio extracelular por medio de 
la señalización por ATP (Pétrilli, Dostert et al. 2007).  
 
Esta sería la segunda señal, la mediada por el ATP y la disminución de 
iones potasio en el interior celular provocaría la formación del complejo NLRP3-
Inflamasoma y la liberación de IL-1β sin estar mediado por los receptores TLR 
(Franchi, Kanneganti et al. 2007) (Figura 15).  
 
Este mecanismo de doble señalización se ha comprobado que necesita un 
estímulo previo para liberar IL-1β. Otros estudios que demuestran la relación 
entre NLRP3 y P2X7 son los estudios con glibenclamida, un inhibidor de los 
canales de k+ dependientes de ATP, en los que se reduce la actividad del 
receptor NLRP3 (Allen, Scull et al. 2009).  
 
Actualmente está bien documentado la relación entre el canal de la 
panexina, que permitiría o facilitaría la entrada de los denominados PAMPs 
hacia el citosol y el flujo de potasio como activadores de la caspasa1. Se sabe 
que el canal mediado por panexina1 se abre al entrar en contacto con el ATP 
circulante, esta unión indica a la célula la existencia de un daño y activa la 
salida de K+ a través del receptos P2X7 (Shemon, Sluyter et al. 2006). 
 
2. Activación mediada por la cathepsina-B 
 
Otro mecanismo propuesto para la activación del inflamasoma NLRP3 es 
el mediado por la cathepsina-B (Halle, Hornung et al. 2008). Durante el proceso 
de fagocitosis de sustancias externas por parte de los macrófagos se activan 
un gran número de enzimas encargas de degradar el material localizado en los 
lisosomas.  
 
El problema es que cuando la fagocitosis se produce por un incremento de 
cristales de ácido úrico, los lisosomas no son capaces de degradar estas 
sustancias y vierten al citosol el contenido de los lisosomas; esta acción tiene 






FIGURA 16: ACTIVACIÓN DEL NLRP3 POR ACCIÓN DE LA CATHEPSINA EXTRAÍDO DE (GUO, 
CALLAWAY ET AL. 2015). 
EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER LA FAGOCITOSIS DEL B AMILOIDEO SE GENERA EL FAGOLISOSOMA DONDE 
PROCESA ESTE PÉPTIDO CUYO PRODUCTO DEL METABOLISMO ES LA CATHEPSINA B QUE SE LIBERA AL CITOSOL 
CON LA POSTERIOR ACTIVACIÓN DEL INFLAMASOMA NLRP3. 
 
3. Activación mediante especies reactivas de oxígeno (ROS) 
 
 La activación del NLRP3 puede también producirse por especies 
reactivas de oxigeno (ROS). Como hemos visto, los receptores TLR o NLR 
reconocen patrones o moléculas específicas; por lo tanto es difícil pensar que 
toda esa cantidad de activadores e inductores de inflamación estén 
directamente relacionados con uno o varios receptores. Es más plausible que 
la actividad de todos estos agentes esta mediada por un orgánulo que recibe, 
procesa y ejecuta los mecanismos que van a reaccionar frente a estrés. 
 
Una peculiaridad que tienen todos los agentes activadores de los 
inflamasomas es que a parte de inducir la liberación de IL-1β caspasa 
dependiente, aumentan los niveles de ROS en la celula (Tschopp and Schroder 
2010). Diferentes estudios demuestran que al utilizar secuestredores de ROS 
se observa una disminucion de los niveles de actividad del NLRP3 (Dostert, 
Pétrilli et al. 2008) y se ha demostrado como una liberación de ROS por parte 





FIGURA 17: ESQUEMA DE LA ACTIVACIÓN DEL NLRP3 VÍA ROS MITOCONDRIAL: 
SEÑALIZACIÓN PRIMARIA A TRAVÉS DE UNA DETECCIÓN DE DAÑO EXTRACELULAR Y UNA SEGUNDA SEÑAL POR 
SALIDA DE POTASIO QUE AFECTARÍA AL POTENCIAL DE MEMBRANA DE LA CADENA DE TRASPORTE MITOCONDRIAL 
AUMENTANDO LOS NIVELES DE ROSM Y PROPICIANDO EL ENSAMBLAJE DEL COMPLEJO.  
 
Asi mismo, se han documentado modificaciones en la proteína de 
membrana mitocondrial VDAC (canal de aniones dependiente de voltaje) cuya 
función es la de mediar la producción de ROS a través de la cadena de 
transporte, con la regulación de iones entre la mitocondria y el retículo 
endoplásmico (RE). Estos procesos causan alteraciónes de la actividad de la 
caspasa 1 y el NLRP3 al someter a los macrófagos a estrés por activadores 
del inflamasoma (Colombini 2004). Sin embargo, VDAC no parece partcipar en 
la activacion de los inflamasomas IPAF y AIM2 (Zhou, Yazdi et al. 2011). 
 
En los trabajos de Yazdi y colaboradores (Heneka, Kummer et al. 2014) 
muestran como la proteína NLRP3 se localiza en las inmediaciones del RE en 
condiciones de reposos y se redirige al espacio perinuclear al activarse co-
localizándose con mitocondrias y retículo endoplásmico. Estos datos sugieren 
que cuando se inicia la activación del NLRP3; la proteína de anclaje ASC, que 
en condiciones normales reside en el citoplasma, se redirige también a las 
mismas localizaciones sub-celulares. Otra evidencia que demuestra la relación 
entre la producción de ROS y la activación del Inflamasoma es el hecho de que 
bloqueantes de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, como son 
la antimicina (bloqueante del complejo III) y la rotenona (bloqueante del 




ROS. Además del efecto sobre la mitocondria, estas moléculas se han 
relacionado con la activación del NLRP3 (Brookes, Yoon et al. 2004). 
 
La explicación de cómo un aumento de ROS puede derivar en un cambio 
conformacional de NLRP3 no está demostrado y parece poco probable que el 
simple hecho de que aumente ROS se active el Inflamasoma; el proceso debe 
ajustarse más a lo que se ha visto con el apoptosoma en el que aparte de ROS 
se necesita de una proteína mediadora, como el citocromo c (Saxena, Chen et 
al. 2010). A este respecto, algunos trabajos sugieren que la thioredoxina 
(TXNIP) podría ser una proteína mediadora ya que existe una unión de esta 
proteína con el inflamasoma en las inmediaciones en la mitocondria en 
condiciones de estimulación de activadores de NLRP3 (Shalev 2008). 
 
Otra hipótesis que se ha propuesto es la activación de NLRP3 por ROS 
vía cambios de los niveles de K+ intracelulares. Así, se ha demostrado que 
para la activación del Inflamasoma se requiere, en muchos casos, una 
reducción del K+ intracelular a niveles por debajo de los 70nM. En este sentido, 
la mitocondria posee numerosos canales de iones que se activan al aumentar 
los niveles de ROS, efecto que podría desencadenar en la activación del 
NLRP3 (Cain, Langlais et al. 2001). De todas maneras, el mecanismo de 
activación está, como sugieren muchos artículos; lejos de ser comprendido. 
 
2.5.3. Mecanismos de liberación de la IL-1β 
 
Una vez descritos los receptores más importantes que intervienen en 
la detección de agentes patógenos, así como las diferentes rutas de activación 
de estos, debemos mirar un poco más adelante y ver cuál es el efecto de la 
activación de estas rutas de inflamación. En especial, vamos a ver la liberación 
de la citoquina IL-1β, en apartados anteriores hemos descrito a esta proteína 
pro-inflamatoria y ahora vamos a ver qué efecto tiene en la célula y como se 
secreta una vez se han iniciado los procesos pro-inflamatorios. 
 
IL-1β es una de las citoquinas pro inflamatorias más potentes, induce 




embargo, esta citoquina también se ha relacionado con un gran número de 
enfermedades crónicas como diabetes, arteriosclerosis o cáncer (Dinarello 
2011). La IL-1β es una proteína de secreción pero carece de los indicadores 
típicos de este tipo de proteínas, por lo que sus vías de secreción no siguen 
las pautas convencionales en las que intervienen el aparato de Golgi y el RE.  
 
En un principio se pensaba que, como la IL-1β carece de esta señal 
de externalización; común a el resto de proteínas de secreción, la única forma 
liberarse al espacio extracelular era como consecuencia de lisis celular en las 
zonas de inflamación (Auron, Webb et al. 1984). Esta creencia cambió cuando 
en 1990 se publicaron dos trabajos sobre activación de monocitos con LPS en 
los que se mencionaban rutas de secreción alternativas a las del RE y en los 
que se detectaba IL-1β madura en el sobrenadante de estos cultivos de 
monocitos. (Muesch, Hartmann et al. 1990; Rubartelli, Cozzolino et al. 1990). 
 
El procesamiento de la IL-1β esta mediado mayoritariamente por la 
caspasa 1 aunque se ha observado cierto procesamiento en la parte 
extracelular de pro-IL-1β por la proteasa-3, indicando que una parte de la 
citoquina inmadura es liberada al medio. (Bank and Ansorge 2001). 
 
Actualmente se sabe que la activación del inflamasoma conlleva al 
procesamiento de la pro-caspasa 1 a caspasa-1 activa y esta a su vez procesa 
la forma inmadura de la IL-1β para transformarla en IL-1β activa y liberarla al 
medio (Thornberry, Bull et al. 1992). ¿Pero cómo se da ese proceso de 
liberación? existen diferentes hipótesis y rutas por las que la célula activa libera 
esta citoquina.  
 
2.5.4. La segunda señal y la salida de IL-1β 
 
Ya hemos comentado, de forma resumida, la necesidad de una 
segunda señal para la activación de los Inflamasomas; ahora vamos a 
profundizar un poco más en este mecanismo molecular y la figura 18 nos 






FIGURA 18: ESQUEMA DE LAS DIFERENTES VÍAS DE SECRECIÓN DE LA CITOQUINA IL-1Β HACIA 
EL ESPECIO EXTRACELULAR; EXTRAÍDO DE (DUBYAK 2012). 
Lisosomas, Auto lisosomas, Exosomas, Micro vesículas y secreción directa se han documentado 
como alternativas de liberación de la IL-1β tanto madura como inmadura.  
 
El ATP y los canales de Calcio/Potasio 
 
Los primeros descubrimientos llegaron antes de documentarse el 
Inflamasoma y ya se vio como en cultivos activados con LPS se necesitaba 
una segunda señal para que se liberara la forma madura de la citoquina IL-1β. 
El ATP se erigió como un potente activador de esta liberación cuando se 
administraba extracelularmente a células pre activadas con LPS en 
macrófagos (Perregaux and Gabel 1994).  
 
En 1997 Ferrari y colaboradores mostraron como el ATP dirige la 
liberación de la IL-1β por medio del receptor purinérgico P2X7 visto 
anteriormente. Este receptor de ATP permitiría la salida de K+ al medio 
extracelular provocando un cambio en la osmosis celular que aumentaría la 
entrada de calcio a la célula induciendo la entrada de la IL-1β madura en los 
lisosomas de secreción. (Gudipaty, Munetz et al. 2003), este requerimiento de 
calcio para la liberación de IL-1β en los lisosomas también se ha visto en 
células de la microglía y la astrología (Verderio and Matteoli 2001; Gérard and 





Secreción de IL-1β mediante micro vesículas de membrana 
plasmática  
 
En 2001, los trabajos de Mackenzie describieron otro mecanismo de 
liberación de la citoquina IL-1β. A partir de la activación de células TH1 se 
generaban micro vesículas con componentes de la membrana plasmática con 
la interacción del ATP y el receptor P2X7 (MacKenzie, Wilson et al. 2001). Este 
mecanismo también se vio en células de la microglía (Bianco, Pravettoni et al. 
2005). 
 
Secreción vía exosomas 
 
Otro modelo alternativo a la secreción de IL-1β lo introdujeron los 
estudios de Qu y colaboradores, que postulaban que los receptores P2X7 
induciría la formación de vesículas en las que se endocitarian moléculas de IL-
1β, pro-IL1β, caspasa-1 y otros componentes de los Inflamasomas (Qu, 
Franchi et al. 2007). 
 
Secreción de IL-1β a través de la membrana plasmática 
 
Una vía menos estudiada de la liberación de la IL-1β se ha visto en 
monocitos/macrófagos bajo condiciones particulares como la activación 
conjunta del NLRP3 y el NLRC4. Esta vía derivaría en una aumento de la 
permeabilidad de la membrana plasmática permitiendo la liberación directa de 
la IL-1β (Le Feuvre, Brough et al. 2002). 
 
Uno de los resultados de la liberación de IL-1β, sea cual sea la ruta 
de secreción, es la modificación de la programación celular alterando el 
funcionamiento normal y desencadenado la muerte celular programada por 
piroptosis; este tipo de muerte se produce por acción del sistema inmune innato 
el cual, por medio de la acción de la casapasa-1 y los NLR, genera un “suicidio” 
celular (Bergsbaken, Fink et al. 2009). Este tipo de muerte celular se produce 




pro-inflamatorias IL-1β, IL-18 y grandes cantidades de lactato deshidrogenasa 
(LDH) por rotura de la membrana plasmáticas y liberación del contenido 
citoplásmicos al espacio extracelular (Fink and Cookson 2006). Este 
mecanismo actuaría principalmente en infecciones bacterianas o virales (por 
eje. s. thyphimurium), con el objetivo de evitar la propagación de la infección 
(Miao, Leaf et al. 2010).  
 
2.5.5. Alcohol e Inflamasomas 
 
Actualmente se sabe muy poco de la acciones del alcohol sobre el 
Inflamasoma. Sin embargo, sí que se ha publicado que los Inflamasomas 
NLRP3 y NLRC4 modulan el daño hepático causado por el consumo crónico 
de etanol en ratones NLRP3 (-/-). Este tipo de consumo presentan un alto grado 
de afección en el hígado y unos niveles elevados de alanina aminotransferasa 
(ALT) en plasma indicando que, la presencia del Inflamasoma NLRP3 está 
relacionado con la respuesta directa del etanol (Bsibsi, Ravid et al. 2002). 
 
2.6. Los miARN, los nuevos moduladores de la expresión 
génica 
 
Para finalizar la presentación de todos los elementos que van a formar 
parte de este estudio, nos centramos en uno de los mecanismos de la 
regulación de la expresión génica que mayor interés están teniendo en la 
actualidad en referencia a los diferentes procesos de inflamación y patologías. 
Nos referimos a los microARNs (miARN) o ARN monocatenarios de pequeño 
tamaño, estas moléculas tienen una longitud de entre 21 y 25 nucleótidos y 
tienen la capacidad de regular la expresión de otros genes mediante diversos 
procesos, utilizando para ello la ruta de la ribointerferencia. 
 
Los miARNs se describieron en 1993 por Lee y colaboradores en el 
laboratorio de Víctor Ambros, sin embargo el término "micro ARN" no se acuñó 
hasta 2001 (Ruvkun 2001). A principios de 2008, análisis computacionales 




diferentes en el genoma humano, cada uno con, tal vez, alrededor de miles de 
ARNm dianas potenciales.  
 
Los miARNs se definen como una clase de ARNs no codificantes y de 
pequeño tamaño con la capacidad de unirse, por complementariedad de 
secuencia, a diferentes ARN mensajeros (ARNm) modificando y/o silenciando 
la traducción de estos (Lee and Ambros 2001). Su importancia deriva en la 
capacidad de que un solo miARN es capaz de regular la traducción de un gran 
número de genes. Se ha documentado este tipo de regulación a nivel del SNC 
en mecanismos de desarrollo (Kosik and Krichevsky 2005), formación de 
sinapsis (Smalheiser and Lugli 2009; Cohen, Lee et al. 2011) y señalización 
neuroinmune (Soreq and Wolf 2011). 
FIGURA 19: VISIÓN ESQUEMÁTICA DEL PROCESAMIENTO GENERACIÓN Y MADURACIÓN DE LOS 
MIARN, EXTRAÍDO DE (MIKHAILIDIS AND ATHYROS 2014). 
 
En la siguiente ilustración (Figura 19), se describe el proceso completo 
de la expresión y maduración de los miARN. Como se observa, el proceso está 
orquestado por diferentes pasos y proteínas específicas que llevaran al miARN 
inmaduro o pi-miARN hasta el miARN maduro y activo. 
 
Los microARNs regulan la actividad de los mensajeros por 
silenciamiento o por degradación. Una vez la proteína Dorsha ha iniciado la 
maduración de los miARN en el núcleo, estos pasan al citoplasma con la ayuda 
del complejo exportin/RAN/GTP donde la proteína DICER continua la 




generando un ARN de doble cadena, lo cual lo hace más estable a la espera 
de ejercer su función regulatoria (Soreq and Wolf 2011). 
 
Finalmente se requiere que al complejo RISC se una la proteína Argo 
(argonauta) para “presentar” el miARN a los diferentes mensajeros (Bartel 
2009); el hecho que los miARN necesiten solamente la unión de dos a siete 
nucleótidos para realizar su función de silenciamiento o degradación indica el 
potencial silenciador y la cantidad de dianas que pueden ser afectadas por este 
mecanismo (Brennecke, Stark et al. 2005; Ørom, Nielsen et al. 2008). 
 
La regulación esta mediada por dos vías alternativas; los miARN 
pueden marcar a los ARNm, en cuyo caso se dirigen a los P-Bodies, que son 
agrupaciones de ARNs mensajeros latentes cuya traducción es paralizada y 
que como norma general acaban degradándose (Filipowicz, Jaskiewicz et al. 
2005; Pillai 2005). La segunda vía de regulación la realiza por el impedimento 
molecular que ejercen al alterar la unión ribosomal al ARNm, la unión del 
miARN al mensajero provoca una desestructuración de la síntesis proteica por 
parte del ribosoma dando como resultado una bajada de los niveles del ARNm 
afectado y por consiguiente una menor síntesis proteica (Valencia-Sanchez, 
Liu et al. 2006; Nelson, Wang et al. 2008). 
 
2.6.1. Efecto del etanol en la regulación por miARNs 
 
El efectos del consumo de alcohol en la regulación y expresión de los 
miARNs se mantiene poco explorada; en la mayoría de estudios los resultados 
se centran en la alteración de los niveles de expresión de diferentes miARNs, 
como ejemplo los trabajos sobre tolerancia al alcohol en células madre 
neurales involucradas en la diferenciación y la proliferación (Sathyan, Golden 
et al. 2007; Nelson, Wang et al. 2008). 
 
Aunque se ha visto que el número de miARNs alterados por el etanol 
no es demasiado grande, el hecho de que un solo miARN puede alterar la 
expresión de diferentes genes los sitúa como un foco de estudio muy 




tener cierto interés desde fechas tempranas, en la bibliografía solo 
encontramos hipótesis de como el etanol puede afectar a los miARNs. 
 
Está bien documentado que el etanol afecta a diferentes rutas 
metabólicas, muchas de ellas relacionadas con las MAPK, las cuales regulan 
factores de transcripción y alteran la expresión génica es por ello que el etanol 
podría estar afectando a la expresión de los miARNs de la misma forma. Otra 
hipótesis sería la de que la regulación del alcohol vendría vía la regulación 
epigenética que resultaría en una regulación secundaria de las rutas de 
expresión de los miARNs, muchos estudios sugieren que el etanol reduce la 
metilación de las histonas del ADN debido al acetaldehído, producto del 
metabolismo del etanol y este inhibiría a la actividad de la metil-transferasa, 
encargada de dicha metilación (Garro, McBeth et al. 1991). Otros estudios 
sobre epigenética en esperma revelan el efecto inhibidor del etanol sobre la 
transcripción de la metil-transferasa (Bielawski, Zaher et al. 2002). Este tipo de 
alteraciones permitirían una expresión mayor de transcritos con un aumento de 
posibles miARNs.  
 
Por otra parte, estudios en hepatocitos mostraron que el etanol 
promueve la acetilación de la histona H3, efecto relacionado con la activación 
de la transcripción (Choudhury and Shukla 2008). Estos resultados podría 
explicar la relación del etanol con la regulación de los miARNs mediante 
alteración epigenética. 
 
De hecho, se han descrito incrementos de ciertos miARN en cerebros 
de alcohólicos crónicos. Como ejemplo de la actividad de este tipo de 
regulación en patologías asociadas al alcohol, los estudios de Friesen y 
colaboradores (Chilton, Embry et al. 2012) demuestran como la proteína de 
voltaje de K+ (BK), que se ha identificado como un biomarcador de tolerancia 
al alcohol, está regulada por el miR-9 actuando a nivel de la transcripción de la 
BK y generando una regulación negativa de la proteína cuyo efecto de 
traduciría en una menor sensibilidad al etanol.  
En lo que se refiere a los efectos del alcohol en la regulación por 




respeto, aunque si se ha descrito que el microARN-155 podría participar en la 
neuroinflamación en el cerebelo asociada al consumo de alcohol (Liu, Li et al. 
2013). En este trabajo relacionan el aumento de expresión de miR-155 y miR-
132 en cerebelos de ratones con un aumento de citoquinas pro-inflamatorias 
como TNFα (Liao, Chao et al. 2013). 
 
Otros estudios demuestran la relación entre los miARN miR-497 y 
miR-302b y la muerte celular medida por BCL2 y cyclin D2 (Streit, Mrak et al. 
2004). Este estudio se centran en el tratamiento de líneas celulares de 
neuroblastoma humano SH-SY5Y que al estimularlas con etanol se observa un 
gran aumento de estos miARN que regulan negativamente a las citadas 
proteínas induciendo un aumento en la actividad de caspasa 3 que conlleva a 
muerte celular por apoptosis. 
 
2.7. ¿Qué nos queda por hacer? 
 
Una vez visto el panorama general de todos los temas que van a ser 
importantes en el siguiente estudio, en el presente trabajo pretende añadir un 
granito de arena en el campo de la neuroinflamación mediada por el abuso de 
alcohol. 
 
¿Cuál es la importancia de los NLR en el cerebro?, ¿qué inflamasoma 
es el más representativo?, ¿cómo responden los NLR en nuestro modelo 
experimental bajo el efecto del etanol?, ¿la mitocondria es un posible mediador 
de neuroinflamación vía activación por el etanol?,… ¿Qué papel tienen los 
miARNs en la neuroinflamación asociada al consumo de alcohol y en la 
regulación en la expresión de genes de neuroinflamación? ¿Podrían servir 
como marcadores?  
 
Con este trabajo vamos a intentar incrementar el conocimiento sobre 
los efectos del etanol en los procesos neuroinflamatorios que se generan en el 
cerebro con el fin de responder a alguna de las cuestiones planteadas; a 
continuación, en el apartado de Objetivos vamos a definir con mayor detalle los 















Las acciones del alcohol en el sistema neuro-inmunitario y sus efectos 
en la neuroinflamación, desmielinización y daño cerebral han sido ampliamente 
demostrados por nuestro laboratorio. Los resultados previos muestran como el 
etanol es capaz de activar a los receptores de membrana TLR4 dando lugar un 
aumento de citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias, en cerebro, 
provocando la neuroinflamación. La importancia del TLR4, su activación por el 
LPS o por el etanol y su mecanismo molecular por medio de su interacción con 
las balsas lipídicas (“lipid rafts”), es otro de los resultado observados en nuestro 
laboratorio (Pascual‐Lucas, Fernandez‐Lizarbe et al. 2014). De hecho, cuando 
se bloquean los receptores TLR4 con anticuerpos, con siARNs o eliminando el 
TLR4, se interrumpe gran parte de la liberación de factores inflamatorios 
inducidos por el etanol en los cultivos de glía y en cerebro. Sin embargo, el 
sistema inmunitario es complejo y la descripción de nuevos receptores y 
elementos que puedan orquestar los efectos neuroinflamatorios del etanol y el 
daño cerebral hace que nos replanteemos nuevas vías de regulación. Por ello, 
la hipótesis que proponemos es:  
 
“El mecanismo molecular de la neuroinflamación y daño cerebral 
que induce el abuso de alcohol esta mediado por una activación de los 
receptores TLR4 /NLRP3 en células gliales, que junto con la generación 
de especies reactivas de oxígeno mitocondriales, modificaría los 
patrones de expresión de determinados miARNs, generando infiltración 
leucocitaria, apoptosis y piroptosis. Estos cambios propiciarían la 
neuroinflamación y daño en ciertas zonas cerebrales así como 





Para abordar esta hipótesis, los objetivos planteados han sido los siguientes: 
 
1) Evaluar la expresión de los diferentes Inflamasomas (NLRP1, NLRP3, IPAF1 y 
AIM2) en varias regiones cerebrales (corteza, hipocampo y cerebelo) de 
ratones TL4 (+/+) y TLR4 (-/-), con o sin tratamiento crónico de alcohol. 
 
2) Estudiar la expresión génica y proteica de los componentes y productos del 
inflamasoma NLRP3/ ACS/ CA-1/ IL-1β/ IL-33 en astrocitos y microglía. 
 
3) Analizar la activación del inflamasoma NLRP3 y la liberación de citoquinas pro 
inflamatorias IL-1β e IL-33 en cultivos primarios de astrocitos y microglía;  papel 
del receptor TLR4. 
 
4) Determinar el efecto del etanol sobre la estabilidad de la mitocondria, estrés 
oxidativo y generación de especies reactivas de oxígeno en cultivos de 
microglía y astrocitos y su relación con la activación del inflamasoma. 
 
5) Evaluar si el daño inflamatorio, causado por estrés celular y la activación del 
inflamasoma NLRP3, causan infiltración leucocitaria en corteza cerebral de 
ratones y analizar su influencia con la activación del receptor TLR4. 
 
6) Investigar el tipo de muerte celular programada derivada del tratamiento con 
etanol y la activación de los procesos inflamatorios en cultivos primarios de 
astrocitos y microglía; observar su relación con la respuesta del TLR4. 
 
7) Determinar si el consumo crónico de alcohol altera los patrones y niveles de 
expresión de miARNs en corteza cerebral de ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-), 
utilizando secuenciación masiva y análisis bioinformáticos. 
 
8) Evaluar los niveles de expresión de miARNs que modulan rutas asociadas a 
neuroinflamación u otras rutas metabólicas en corteza cerebral de ratones 
TLR4 (+/+) y TLR4 (+/+)-EtOH. 
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4. Material y métodos 
 
A continuación se van a detallar la metodología, experimentación y 
técnicas que se han utilizado para la realización de este trabajo, toda la 
experimentación con animales se ha hecho dentro de la aprobación por parte 
de los organismos oficiales de la Generalitat y la autorización por parte del 
comité de bienestar experimental animal con los certificados (CEBA15-016 y 
CEBA 2015-025) correspondientes y con la financiación solicitada para la 
realización del proyecto en el que se incluye este trabajo SAF2012-33747, 
European Research for Alcohol Research (EA 13-08); Prometeo 2009-072. 
 
4.1. Modelo Experimental 
 
 
El modelo experimental sobre el que se han realizado el estudio fueron 
hembras de ratones silvestres para el receptor TLR4 (“wild type”, TLR4 (+/+) o 
TLR4-WT) de la cepa C57BL/6 (Harlan Ibérica S.L., Barcelona) y ratones 
mutantes para el receptor TLR4 (“knock-out”, TLR4 (-/-) o TLR4-KO), cedidos 
por el Dr. S. Akira, Universidad de Osaka, Suita-Japón). Todos los animales se 
mantuvieron con ciclos de luz/oscuridad (12/12h) a una temperatura de 
(23±1ºC) y humedad (60%). Las hembras fueron dispuestas en cajas 
independientes durante el período de gestación con el fin de evitar periodos de 
estrés que pudiesen afectar a los resultados obtenidos. Todos los protocolos 
de experimentación con animales fueron aprobados por el Comité de Ética de 
Experimentación con Animales del CIPF (CEBA), siguiendo las pautas 
establecidas por el Consejo Directivo de la Comunidad Europea (86/609/ECC), 
por Real Decreto Ley 1201/2005. 
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4.2. Cultivo Primarios de corteza de Ratón 
 
4.2.1. Cultivos primarios de astrocitos de corteza de ratón 
 
Se utilizaron cultivos primarios de astrocitos tipo-I, procedentes de corteza 
cerebral de ratones a P0 TLR4 (+/+) y ratones deficientes para este receptor 
TLR4 (TLR4 (-/-)). Tras la extracción de los cerebros en condiciones estériles, 
las cortezas cerebrales se diseccionaron eliminando las meninges y otras 
partes de cerebro y las células se disgregaron mediante aspiración con una 
pipeta de vidrio de 10ml en medio DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s 
Medium). El extracto celular se agitó mediante agitación con vórtex a máxima 
velocidad durante un minuto y se filtró a través de una malla de nylon, 
previamente esterilizada, con un tamaño de poro de 80µm para eliminar los 
agregados celulares.  
 
El extracto se mezcló con DMEM que contenía 20% de suero bovino fetal 
(SBF), 1% de penicilina/estreptomicina (concentración final 1:1000 
unidades/ml), 1% de fungizona (2.5μg/ml), 1% de glutamina (2mM) (Invitrogen-
Gibco) y 1000 mg/L de glucosa extra. El extracto celular se sembró en placas 
de 100 y 60 cm de diámetro o sobre cubres de 16mm. Los cultivos se 
mantuvieron en un incubador a temperatura constante de 37ºC con unas 
condiciones de atmosfera controlada de 5% de CO2 y 95% aire.  
 
El medio de cultivo se cambió dos veces por semana y tras siete días de 
crecimiento el contenido de SBF se redujo al 10%. Los astrocitos se dejaron 
crecer hasta su confluencia y se usaron después de, entre once a doce, días 
de cultivo “in vitro” (DIV). 
 
La pureza de los cultivos se comprobó mediante Inmunofluorescencia 
utilizando los anticuerpos contra las siguientes proteínas: GFAP o proteína 
acídica fibrilar de la glía (marcadora de células astrogliales), CD11b (marcador 
de microglía), MAP-2 (marcador neuronal) y MBP o proteína básica de mielina 
(marcador de oligodendroglía). En nuestras condiciones, el 96% de las células 
fueron GFAP positivas. 
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4.2.2. Cultivos primarios de microglía de corteza de ratón 
  
 Los cultivos primarios de microglía se realizaron a partir de neonatos 
de 1-3 días, seleccionando la zona cortical como se describe en el artículo de 
(Giulian and Baker 1986). En resumen, se diseccionan las cortezas celébrales 
y se eliminan las meninges, a continuación se realiza una lisis con tripsina al 
0.25% durante 30 minutos a 37°C, la tripsinización se para añadiendo un 
volumen de medio comercial (DMEM/F-12; Invitrogen) complementado con un 
14% de SBF y un 0.02% DNasaI.  
 
 Esta mezcla se centrifuga a 300G durante 5 minutos y se elimina el 
sobrenadante, se resuspende con medio de cultivo y se disgrega con pipeta 
serológica de vidrio de 10ml.La suspensión celular se hace pasar a través de 
una membrana de nylon, previamente esterilizada, con una anchura de poro 
90μm. La suspensión celular resultante se siembra con una densidad de 
125000 células/ml y se mantienen en condiciones estables de temperatura a 
37ºC y una atmosfera del 5% de CO2 y un 95% de aire. El medio se cambia 
cada 4-5 días de cultivo y las células se utilizaron al cabo de 14-20 DIV de 
cultivo in vitro.  
 
Posteriormente se realizó un enriquecimiento en células de microglía con 
el protocolo de (Saura, Tusell et al. 2003), en este proceso se parte del cultivo 
confluente anterior en el que se observa la presencia de una mezcla celular de 
astrocitos y microglía; para enriquecer el cultivo se realiza una tripsinización en 
placa al 0.05% durante 3-5 minutos en presencia de 25mM EDTA y 0.5mM de 
Ca2+ con el objetivo de favorecer que las células astrogliales se desprendan 
de la placa. La tripsinización se detiene con SBF al 10%, posteriormente se 
lavan las placas de cultivo con medio DMEM suplementado con SBF al 10% 
para eliminar los restos de tripsina. El porcentaje de pureza se comprueba  
mediante Inmunofluorescencia utilizando marcadores específicos anti-CD11b, 
anti-GFAP y anti-MAP2 (Fernandez-Lizarbe, Pascual et al. 2009). A las 24 
horas de la fase la tripsinización se incuban con medio DMEM sin SBF y con 
suplemento de medio N2 (Invitrogen) durante 18 horas para ser utilizadas en 
los diferentes tratamientos. 
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4.3. Estimulación del Inflamasoma 
 
4.3.1. Tratamiento agudo 
 
 Para analizar la respuesta inflamatoria del etanol, en astrocitos y 
microglía, se usaron células diferenciadas entre el día 11-15 de cultivo (según 
tipo celular) a las que se les sustituyó el suero por una solución de albúmina 
bovina con una concentración de 1mg/ml en el medio, durante 12 horas; para 
atenuar el metabolismo celular con el objetivo de que los efectos observados 
sean fruto, solamente, del tratamiento con etanol y otros estimuladores. 
Trascurrido este tiempo, las células se estimularon in vitro con etanol (10 y 
50mM), LPS (50ng/ml) o ATP durante 24 horas a 37ºC.  
 
 Tras finalizar los tratamientos, se recogió el medio de cultivo en el que 
se estimularon las células y se congeló en nitrógeno líquido para su posterior 
almacenamiento a (-80ºC). 
 
 Las células se lavaron con dos veces con PBS sin Ca+2 ni Mg+2, para 
levantar y recoger la monocapa se utilizó un raspador. La fracción celular se 
centrifugó, se eliminó el sobrenadante y el pellet celular se congeló a -80ºC 
para su posterior uso. Todos los procesos se realizaron en condiciones de 
esterilidad para evitar contaminaciones cruzadas y mantener las muestras 
estériles y libres de patógenos o gérmenes.  
 
 Como medida de control de que el etanol no contenía trazas de LPS, 
se utilizó un método cromogénico para medir el posible contenido de LPS 
mediante el procedimiento conocido como test del Lisado de amebocitos de 





*(Aclaración: los niveles de endotoxina que se detectaron en la solución de etanol fueron menores 
de 2,98x10-3pg/ml, concentración que está muy por debajo de la que se necesita para inducir 
activación celular en nuestras condiciones experimentales.) 
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4.3.2. Tratamiento Crónico 
 
 Para el tratamiento crónico de etanol, los ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-
) se mantuvieron durante 5 meses con una solución de etanol al 10% (v/v) 
disuelto en el agua de bebida suplementada con unas gotas de sacarina y dieta 
sólida ad libitum. Durante las dos primeras semanas, el porcentaje de etanol 
en el agua de bebida se incrementó progresivamente hasta alcanzar el 10% 
(v/v). La ganancia de peso final durante los 5 meses de tratamiento fue similar 
tanto en ratones tratados como no tratados con etanol y en ratones TLR4+/+ 
(C57BL/6) o mutantes TLR4-KO*.  
 
*Aclaración: Tanto la ingesta de comida como de bebida diaria por ratón fueron similares, en los 
tratados con etanol (comida: 3,26±0,91 g., bebida: 3,49±0,5 ml. de 10% etanol en agua) que en los 
no tratados (comida: 3,32±0,81 g y bebida: 3,55±0,92 ml de agua). 
 
4.4. Determinación de alcohol en sangre 
 
 La concentración de etanol en sangre se determinó a primera hora de 
la mañana (8:00h.) tomando la sangre de la vena coccígea, situada en la cola 
de los ratones. La sangre se recogió en tubos heparinizados y tras ser 
centrifugada, la concentración de alcohol se determinó mediante un kit 
espectrofotométrico. Este kit se basa en la medida de NADH, que se produce 
por la reacción enzimática de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH). Esta 
enzima cataliza la oxidación del etanol presente en el medio a acetaldehído, 
utilizando el NAD de cofactor y obteniendo NADH. La medida de la producción 







*Aclaración: Los niveles de alcohol en sangre que se obtuvieron fueron 125±20 mg/dl (rango, 87–
140 mg/dl) y 122±13 mg/dl (rango, 98–135 mg/dl), para los ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-) con 
tratamiento crónico de etanol, respectivamente.  
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4.5. Procesamiento y obtención de muestras de cerebro 
 
4.5.1. Perfusión y cortes de tejido cerebral para inmunohistoquimica 
  
 Los ratones se anestesiaron mediante una inyección intraperitoneal 
con pentobarbital sódico (60 mg/Kg) y como analgésico se utilizó fentanilo (0,05 
mg/kg). Tras la anestesia, los animales se perfundieron transcardialmente con 
0,9% de solución salina fría o PBS (1X), seguido inmediatamente de una 
solución al 4% de paraformaldehido en tampón fosfato 0.1M (NaKPO4) (PB) 
(pH = 7.4) para la fijación del tejido a temperatura ambiente. Los cerebros se 
extrajeron, se fijaron con paraformaldehido (4%) durante toda la noche y se 
almacenaron con una solución crioprotectora del 30% de sacarosa a 4ºC.  
 
 Posteriormente, se realizaron secciones coronales de 35-40μm de 
grosor mediante el uso de un criostato (Microm HM 505E), que se recogieron 
en portaobjetos recubiertos de polilisina (Menzel-Gläser, Thermo Scientific, 
Alemania).  
 
4.5.2. Disección de cerebros de ratones  
   
 Para los estudios de niveles de proteínas, ARN y citoquinas se 
sacrificaron ratones TLR4+/+ y TLR4-/- mediante dislocación cervical. Tras 
extraer el cerebro, se diseccionó la corteza prefrontal, hipocampo y cerebelo. 
Las diferentes regiones se congelaron rápidamente en nitrógeno líquido y se 
almacenaron a (-80ºC) hasta su posterior uso. 
 
4.5.3. Obtención de lisados proteicos a partir de células y tejidos 
 
 Tanto las distintas áreas cerebrales obtenidas (corteza prefrontal y 
medial-frontal, cerebelo, e hipocampo) de ratones control y alcoholizados, 
como los astrocitos y microglía obtenidos in vitro tras los diferentes 
tratamientos, se lavaron con PBS frío y se homogenizaron en tampón de lisis 
que contenía 1% NP-40, 20mM Tris-HCl pH8, 130mM NaCl, 10mM NaF, 
10μg/ml aprotinina, 40μM leupeptina, 1mM DTT, 1mM Na3VO4, y 1mM PMSF 
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(para corteza cerebral 0,3ml/0,1g). Después de una incubación en hielo de 
30min., la suspensión celular se centrifugó a 16000G durante 10 minutos y el 
sobrenadante se utilizó para la medida de proteínas totales y especificas 
mediante Western Blotting o inmuno electrotransferencia. 
 
4.5.4. Obtención de ARN a partir de células y tejidos 
 
 Los homogenizados para el estudio del ARN se obtuvieron siguiendo 
el protocolo descrito por (Chomczynski and Sacchi 1987). Este método utiliza 
los principios activos del fenol que inhibe las RNasas, el tiocianato de 
guanidina, el tiocianato de aminio y glicerol como componentes de lisis y el 
cloroformo para generar las diferentes fases en que quedarán resuspendidas 
las macromoléculas. Posteriormente el ARN se precipita con Isopropanol y se 
recoge mediante centrifugación. Finalmente se lava dos veces con Etanol 70% 
y se resuspende con H2O-DEPC.  
 
 Se aisló el ARN tanto de las distintas áreas cerebrales obtenidas 
(corteza pre frontal y medial-frontal, cerebelo e hipocampo) de ratones control 
y alcoholizados, como los astrocitos y microglía obtenidos in vitro mediante 
este método. La calidad del ARN se midió mediante absorbancia con el 
Nanodrop en el que los ratios 260/280nm y 260/230nm nos indican los niveles 
de contaminación proteica (las proteínas absorben a 280nm) y sustancias 
químicas (EDTA, etanol o Isopropanol absorben a 230nm) arrastradas durante 
el proceso de aislamiento respectivamente. 
 
 La integridad del ARN se verifico por la visualización de 1µg de ARN 
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% para descartar la presencia 
de ADN y observar que los ARN ribosomales tuvieran una integridad adecuada. 
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4.5.5. Obtención de ARN total y miARN para secuenciación masiva 
 
4.5.5.1. Aislamiento de ARN total para secuenciación masiva 
 
 Para los métodos de secuenciación masiva de miARNs se sigue un 
protocolo de extracción diferente al habitual debido a que la pureza e integridad 
de este ha de ser lo más óptima posible ya que, cualquier degradación inicial 
de la muestra afectaría a los resultados de la secuenciación. Se partió de 44 
muestras de corteza correspondientes a 11 animales por tratamiento, 11 
controles TLR4 (+/+) y 11 controles TLR4 (-/-) y 11 cortezas de ratones 
alcoholizados TLR4 (+/+)-EtOH y 11 de TLR4 (-/-)-EtOH. Todas ellas fueron 
diseccionadas y congeladas inmediatamente con nitrógeno líquido y 
posteriormente almacenadas a (-80ºC). 
 
 El día de la extracción se descongeló en hielo y se les añadió 1ml de 
Qiazol (Qiagen) con 10µl de β-Mercaptoethanol como agente protector de 
degradación. Las muestras se lisaron a temperatura ambiente mediante lisis 
mecánica ayudándonos de un perla magnética, la homogenización de la 
muestra se realizó con el TissueLyser LT. El material homogenizado se 
centrifugo 1min a 10.000rpm para eliminar el exceso de tejido y el material no 
lisado. El sobrenadante se pasó a un tubo de 2ml nuevo (700ml aprox.). 
Seguidamente se le añadieron 140µl de Cloroformo frio. Las muestras se 
agitaron vigorosamente y se dejaron 10 minutos a temperatura ambiente. La 
mezcla se centrifugó a 12.000G durante 15 minutos y la fase acuosa se pasó 
a un tubo de 1,5ml nuevo. Se añadió etanol 70% para precipitar el ARN de 
mayor tamaño y se pasó por una columna “RNeasy mini spin” del kit RNeasy 
mini kit de Qiagen. A partir de esta columna y siguiendo las instrucciones del 
fabricante se obtuvo el ARN total. 
 
4.5.5.2. Aislamiento de miARN para secuenciación masiva 
 
 A partir del eluido de la primera centrifugación de la muestra con 
etanol 70% se obtuvo la fracción enriquecida de miARNs mediante 
precipitación con etanol 100% y siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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(miRNeasy mini kit de Qiagen) Finalmente la fracción del miARN se eluye en 
un volumen de 15µl. 
 
4.6. Control de calidad de las muestras de ARN y miARN 
 
 Para determinar el control de calidad de las muestras extraídas se 
utilizó de nuevo la medida de absorbancia con el Nanodrop para evaluar la 
pureza y cantidad de contaminantes gracias a los ratios 260/280 y 260/230. 
Posteriormente se analizó la calidad y cantidad del ARN con los kits del equipo 
Agilent2100. Para esto se utilizó los chips de smallARN para ver la calidad de 
los ARNs de tamaño corto donde están los miARNs. El ARN total se analizó 
con Chips RNA Nano6000 para calcular el RIN (valor de calidad del ARN) de 
cada muestra. Todas aquellas muestras con un RIN menor de 7,5 se 
consideraron no aptas para la secuenciación masiva. En la figura 21 se 
presenta un esquema de la fluídica que opera en los chips del bioanalizador 
Agilent2100. 
  
FIGURA 20: FLUÍDICA DEL BIOANALIZADOR AGILENT2100 PARA LA DETECCIÓN DE 
CALIDADES Y CONCENTRACIONES DE LOS ARN UTILIZADOS EN SECUENCIACIÓN MASIVA 
LAS MUESTRAS PASAN A TRAVÉS DE LOS MICROCANALES DE LOS DISTINTOS “POCILLOS”, LOS COMPONENTES DE 
CADA MUESTRA SE SEPARAN POR ELECTROFORESIS. LOS COMPONENTES SE DETECTAN MEDIANTE 




1. Las muestras pasan a 
través de los microcanales 
de los distintos “pocillos”. 
 
2. Los componentes de 
cada muestra se separan 
por electroforesis. 
 




4. La detección generar la 
imagen virtual 
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4.7. Generación de librerías para secuenciación masiva 
 
 Una vez analizados los datos de calidad del ARN y el miARN, como 
se observa en el esquema de la figura 21, se seleccionaros nueve muestras de 
miARNs por cada condición TLR4+/+, TLR4-/-, TLR4(+/+)-ETOH y TLR4(-/-)-ETOH 
con los valores de calidad adecuados. A partir de estas nueve muestras se 
generaron los 12 pooles de miARN desde el (A) hasta el (L) a partir de 5µg de 
miARN por muestra. 
 
Estos Pooles se volvieron a analizar mediante Nanodrop y 
Agilent2100 con los chips de smallARN para ver la integridad y calidad de los 
pooles. Para la secuenciación masiva se utilizó la plataforma HiSeq 2000 de 
Illumina inc. Para ello se generaron las doce librerías con el kit Truseq small 
RNA Set A de Illumina siguiendo las instrucciones del fabricante. A partir de 
1µg de los pooles, se ligaron los adaptadores 5’ y 3’ específicos de smallARN 
y se realizó la retrotrascripción con la Superscript II de Invitrogen que permite 
una reacción a (50ºC) aumentando la especificidad de la reacción. 
FIGURA 21: ESQUEMA RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO PARA LA GENERACIÓN DE MEZCLA DE 
MUESTRAS PARA RNASEQ 
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Una vez conseguido el ADNc (ADN complementario) se amplifico con 
los adaptadores específicos del set A del kit. Finalmente se seleccionó el 
tamaño adecuado de librería con el instrumento Blue Pipin con geles al 3%. 
Las librerías se purificaron y concentraron con el kit de Qiagen “Minielute spin 
Column” y se visualizaron en el Agilent2100 para validar el tamaño y la 
concentración antes de secuenciarse. 
 




Antes de la reacción de retrotrascripción de 1µg de ARN total, proveniente 
de extracto celular o 2µg para las muestras de tejido diseccionado, todas ellas 
se sometieron un tratamiento con DNaseI de Invitrogen para eliminar las trazas 
de genómico que se pudieran haber recuperado en la fase de extracción. 
 
A continuación, para la retrotrascripción del ARN total se utilizó el kit High 
Capacity cDNA Reverse Transcription de la casa comercial Applied Biosystems 
este kit utiliza 2µl de 25X dNTPs, 5µl de 10X Random Hexamers primers, 125U 
de retrotranscritasa (Multiscript) y 40U de RNase Inhibitor en un volumen final 
de 50µl. Las condiciones de la reacción fueron 10minutos a 25ºC, 120minutos 
a 42ºC y 3 min a 95ºC. 
 
4.8.2. Retrotrascripción miARN 
 
Una vez confirmada la ausencia de ADN, se realizaron RT-PCR 
adicionales utilizando el kit TaqMan assay de Thermo Fisher. A partir de la 
fracción de miARNs se seleccionaron las sondas específicas para 
retrotrasncribir los miARN (ID: mir-125b; ID: mir-99; ID: mir-486; ID: mir-9) con 
el kit TaqMan miRNA Reverse Transcription kits de Thermo Fisher. Para cada 
reacción se siguieron las especificaciones del fabricante en el que se utilizan 
1ng de miARN junto a 3µl del primer RT específico y la enzima retrotranscritasa 
de Applied Biosystems; esquema metodológico ilustrado en la figura 22. 




FIGURA 22: ESQUEMA DE LA RETROTRASCRIPCIÓN MEDIANTE LA TÉCNICA DE TAQMAN 
MICROARNS REVERSE TRANSCRIPTION 
 
4.8.3. Diseño de cebadores para ARN total 
 
Para el diseño de cebadores se utilizaron diferentes programas con la 
intención de generar oligos lo más específicos posible. Primeramente se hizo 
una búsqueda informática en la página USCS http://genome.ucsc.edu/.Se 
seleccionó el organismo modelo, en nuestro caso ratón y se buscó el gen de 
interés. Una vez se obtiene el gen se selecciona la secuencia de referencia y 
se abre el archivo donde se encentra la secuencia de ADNc y el ADN 
genómico. 
 
Seleccionamos un fragmento de ADNc de unos 500nt asegurándonos que 
en dicho fragmento aparecen diferentes uniones exón-exón específicas del 
ARN mensajero. La secuencia de 500pb se introduce en el programa primer 3 
de diseño de oligos y se modifican determinadas características del amplicón. 
Con los oligos facilitados por el Primer3 se realiza una PCR “in silico” de 
comprobación con la aplicación de la página http://genome.ucsc.edu/.Con esto 
podemos asegurarnos de que los oligos cumplen la característica de 
amplificación del ADNc y no del ADN genómico, en la tabla 3 se indican los 
oligos utilizados. 
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4.8.4. Cálculo de la eficiencia de los cebadores 
 
Para que los resultados del análisis de la RT-qPCR sean lo más exactos 
posibles, se cálculos la eficiencia de los oligos. Para esta optimización se 
realiza una amplificación a partir de diluciones seriadas de un ADNc control. 
Una vez se tienen los datos del ciclo (Ct.) a los que se detecta cada dilución se 
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crea un recta patrón en la que la pendiente se relaciona directamente con la 
eficiencia de amplificación de los primers. 
 
4.8.5. Técnica RT-PCR 
 
A partir del ADNc obtenido en la retrotrascripción se realizó una 
comprobación de la eficiencia con la amplificación por RT-PCR con el 
REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix de Sigma Aldrich de un gen 
referencia que en nuestro caso fue PPIA. Para esta PCR se utilizó 5µl de la 
MasterMix 2X del kit, 200pM de cada oligonucleótido directo y reverso, 3µl de 
H20-DEPC y 1µl de una dilución 1/10 del ADNc. Las condiciones de 
amplificación fueron 95ºC 3minutos, seguido de 40 ciclos de 95ºC 30 
segundos, 60ºC 30 segundos, 72ºC 30 segundos y una extensión final a 72ºC 
5 minutos en un termociclador de Eppendorf. El producto de la reacción se 
comprobó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2%.  
 
 
4.8.6. Metodología de análisis de la expresión génica RT-qPCR 
 
Para el análisis de la expresión génica se utilizó la técnica de la RT-qPCR 
que se basa en la cuantificación relativa de los niveles de expresión de los 
genes a estudio por cuantificación relativa respecto a un gen de referencia o 
(Housekeeping), que en nuestro caso se determinó el gen PPIA. 
 
La reacción de amplificación se realizó con el kit FastStart Universal SYBR 
Green Master de Applied Biosystems; se utilizaron, 2µl de una dilución 1/10 del 
ADNc (o 1µl del ADNc stock, según los niveles de expresión de cada gen (ver 
tabla de oligos), 5µl de la master mix 2X, 200pM de cada uno de los cebadores 
directo y reverso y se completó con H2O-DEPC hasta 10µl.Todas las 
reacciones de amplificación se realizaron en el LightCycler480 de Roche. Una 
vez terminada la fase de amplificación se añadió la desnaturalización mediante 
la curva de Melting para ver la especificidad de la amplificación. 
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4.8.6.1. Análisis de resultados de qRT-PCR 
 
Para el análisis de los niveles de expresión genética y de miARNs se utilizó 
el software de LightCycler® 480 SW 1.5. Se analizó a su vez la curva de la 
temperatura de Melting con el fin de comprobar la eficiencia de los primers y 
que la detección se debiera a la amplificación de un solo amplicón. 
 
Para el análisis primario de la expresión génica se descartaron los 
triplicados que difirieron más de 0,5ciclos. Una vez filtrados los datos se calculó 
la diferencia mediante la relación relativa entre el gen de referencia (PPIA) y 
los genes analizados (ver tabla de oligos). Esta relación se obtuvo con la 
fórmula E-Method de (Pfaffl 2001) en la que no se utiliza solamente el Ct sino 
que también se tiene en cuenta la eficiencia de los primers utilizados. 
 
4.8.6.2. Análisis RT-PCR miARN por PCR Digital 
 
Para la cuantificación de los niveles de miARNs en nuestras muestras a 
estudio utilizamos una nueva metodología en la cuantificación absoluta de los 
niveles de ARN existentes en las muestras, esta tecnología se denomina 
ddPCR por sus siglas dropplet digital PCR, esta metodología se basa en la 
cuantificación absoluta de los niveles del gen o miARN de interés sin necesidad 
de genes de referencia o curvas patrón. En la figura 23 podemos ver un 
esquema de la secuencia metodológica de la ddPCR. 
 
Se utiliza la metodología de BioRad con el kit 2X ddPCR Supermix for 
Probes (Bio-Rad) a la que se añaden 1µl de la sonda TaqMan miRNA 20X y 
un volumen variable de small/cDNA para obtener los 20µl de reacción. Cada 
reacción de la ddPCR contenía un cartridge generador de microgotas (BioRad) 
donde se mezcla la reacción de PCR con 70µl de aceite. Cuando se han 
generado las microgotas de PCR se transfiere la reacción a una placa de 96 
pocillos Eppendorf para iniciar la fase re PCR que constaba de: 95ºC durante 
10 minutes, seguido de 40 ciclos of 95ºC durante 15 segundos y 60ºC 1minuto 
y una inactivación final de la reacción a 98ºC 10 minutos. 
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FIGURA 23: ESQUEMA RESUMEN DE LA METODOLOGÍA DROPLET DIGITAL PCR. 
 
4.9. Métodos antígeno anticuerpo 
 
 Las técnicas inmunohistoquímicas están basadas en la especificidad 
con la que reaccionan el antígeno y el anticuerpo, lo cual nos permite detectar 
e identificar una proteína específica si utilizamos un anticuerpo específico, que 
lo denominamos anticuerpo primario. 
 
4.9.1. Inmunotransferencia o western blot 
 
 La concentración de proteína de los lisados celulares se cuantificó 
mediante el procedimiento de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) o BSA. 
Para el análisis de proteínas concretas se utilizó la inmuno 
electrotransferencia. Para ello se utilizaron geles de 1,5 mm de grosor con 
porcentajes de acrilamida (en el gel separador) entre el 7 y el 15% según el 
peso molecular de los fragmentos proteicos a resolver y adicionando dodecil 
sulfato sódico (SDS). Se mantuvo una relación acrilamida: bis-acrilamida de 
30:0,8 en todos los casos. A las muestras obtenidas se les añadió tampón de 
carga 6x (350mM Tris pH 6.8, 30% glicerol, 30% β-mercaptoethanol, 100g/L 
SDS, 200mg/L azul de bromofenol) y se hirvieron durante 5min. Para la 
electroforesis se utilizó un sistema Mini Protean de Bio-Rad en tampón: 6g/L 
de Trizma base, 2.88 g/L de glicina y 20 g/L de SDS.  




 Las proteínas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a 
membranas de PVDF (Immobilon Transfer Membrane, Millipore) en tampón 
3g/L de Trizma base, 1.44 g/L de glicina y un 20% de metanol, durante 1h a 
100V. Las membranas se bloquearon durante 60 minutos en leche desnatada 
al 5% en TBS-Tween (TBS-T) 0.1% (Tris 20mM y NaCl 500mM pH 7.5) y se 
incubaron durante toda la noche a 4ºC, en agitación, con los correspondientes 
anticuerpos primarios (Tabla 4). 
 
Las membranas se lavaron 3-4 veces con TBS-T 0.1% y se incubaron 
con los anticuerpos secundarios –anti IgG-conjugado con HRP (anti-ratón 
peroxidasa, 1:1000, Santa Cruz; anti-conejo peroxidasa, 1:20000, Sigma; anti-
cabra peroxidasa, 1:10000, Sigma) durante 1 h a temperatura ambiente. 
Finalmente, las membranas se revelaron mediante quimioluminiscencia 
utilizando ECL-Plus (Amersham) y se expusieron a films MXG de Kodak o 
Hyperfilm de Amersham. 
 
 En algunos casos, las membranas se incubaron nuevamente con 
otros anticuerpos. Para ello, antes del bloqueo, las membranas se trataron con 
200mM de glicina pH 2.5 y 0.4% de SDS durante 30 min., a temperatura 
ambiente, o bien, durante 1 hora a 60ºC en una solución con SDS (2%SDS, 
0.85% 2-ME, and 65mM Tris-HCl (pH 6.8). Como control de carga proteica se 
utilizó un anticuerpo monoclonal GAPDH, (1/3000, Chemicon).  
 
 Para la cuantificación de la intensidad de las bandas, estas se 
capturaron digitalmente con un escáner (EPSON DX 4800) y la intensidad de 
las mismas se cuantificó por densitometría mediante el uso del programa 
Alpha-Ease FC, programa de análisis de imagen versión Alpha Imager 2200 
(Alpha Innotech Corporation). La intensidad relativa de cada proteína 
individualmente se expresó como el ratio entre su intensidad y control de carga 
GAPDH, o su control respectivo. 
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TABLA 4: LISTADO DE LOS ANTICUERPOS PRIMARIOS UTILIZADOS: 








containing a CARD (also 













Cluster of differentiation 
45 or leukocyte common 
antigen (LCA) 
Rabbit 1/500 Abcam 
CD68 









Rabbit 1/1000 Abgent 




4.9.2. Determinación de citoquinas 
 
Los niveles de citoquinas de IL-1β y IL-18 (pg/ml) se determinaron 
mediante ELISA específicos (Bender-MedSystems para IL-1β (BMS6002) y IL-
18 (BMS618/2), y de eBioscience para IL-33 (# 88-7333-22). Se midieron en 
muestras de cerebro o en el medio de astrocitos y microglía. Para estas últimas 
determinaciones, las células se mantuvieron con medio definido y sin suero, 
las citoquinas se determinaron en el medio a las 24h de cultivo. Para 
determinar niveles de citoquinas en corteza cerebral, 250mg de las muestras 
de cerebro se homogeneizaron en 0,5ml de tampón de lisis (1% NP-40, 20mM 
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Tris-HCl pH8, 130mM NaCl, 10mM NaF, 10 µg/ml aprotinina, 10ug/ml 
leupeptina, 10mM DTT, 1mM Na3VO4 and 1mM PMSF). Las muestras se 
mantuvieron en hielo durante 30min., se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 
minutos. A partir del sobrenadante se determinaron los niveles de citoquinas y 




Las secciones coronales de cerebro se descongelaron a temperatura 
ambiente durante 30 para permitir que se adhieran, de forma óptima, al 
cubreobjetos y facilitar la reacción de Inmunofluorescencia. Las secciones 
cerebrales se incubaron con tritón al 0,25% en PBS durante 10 minutos, 
posteriormente se lavaron tres veces con PBS; para los estudios in vitro, los 
cubreobjetos sembrados con astrocitos o neuronas se lavaron tres veces con 
PBS sin Ca+2 ni Mg+2 y se permeabilizaron con tritón al 0,01% en PBS. 
 
 A continuación, tanto los estudios de inmunocitoquímica o 
histoquímica se bloquearon con NGS al 10% en (TBS/Tritón al 0,1%) durante 
1 hora a temperatura ambiente. Una vez terminado el bloqueo, se incubaron 
con el anticuerpo primario (Ver tabla 4 de anticuerpos) diluido en la solución de 
bloqueo durante toda la noche. 
 
Una vez finalizada la incubación, se lavaron tres veces con TBS/Tritón 
0,1% y se incubaron con el anticuerpo secundario respectivo Alexa-Fluor 
(1/500, Invitrogen). (Ver tabla de anticuerpos). Finalmente se lavaron tres 
veces más con TBS y se tiñeron los núcleos con DAPI, diclorhidrato de 4',6-
diamidino-2-fenilindol (1µg/mL, Sigma-Aldrich).  
 
Como control negativo se realizó el mismo ensayo pero omitiendo el 
anticuerpo primario. Las secciones se montaron con medio de montaje Dako 
(Dako, Alemania). Las imágenes se captaron en un microscopio láser confocal 
Leica TCS-SP2-AOBA (Leica Microsystems, Heidelberg GmbH, Mannheim, 
Germany) usando los objetivos de 20x y 40x en aceite Plan-HCX PL APO 
CS40x 1.25. 




Todas las imágenes de confocal se tomaron en las mismas 
condiciones y la misma distribución de fluorescencia y se empleó el programa 
de confocal de Leica “Leica Lite”, versión 2.61. Los análisis cuantitativos se 
realizaron con el programa ImageJ versión 1.42q (USA).  
 
El análisis cuantitativo se realizó mediante contaje de 100-500 células 
de al menos 5 secciones coronales de corteza medial frontal por animal: 3 
animales/ grupo de estudio. El grosor de cada sección coronal se determinó en 
cada sección. La densidad celular (mm2) se calculó mediante la siguiente 
fórmula: [células contadas/ (número de campos Ã*área total (mm2))].  
 
4.9.4. Localización caspasa-1 
 
 Para este procedimiento, las secciones coronales del cerebro se 
incubaron con el kit FLICA caspasa-1 siguiendo las instrucciones de la casa 
comercial (Immunochemistry Technologies, USA). Las imágenes se captaron 
con un microscopio láser confocal Leica TCS-SP2- AOBA (Leica 
Microsystems, Heidelberg GmbH, Mannheim, Germany) usando los objetivos 
de 10X Plan-HCX PL APO CS10 y el de aceite de inmersión 40x Plan-HCX PL 
APO CS40x1-25. Las longitudes de onda de excitación usadas para los 
fluorocromo fueron: 488nm (láser de Argón) y 405nm (diodo Azul) para DAPI. 
Todas las imágenes de confocal se tomaron en las mismas condiciones y la 
misma distribución de la fluorescencia usando el programa de Leica Confocal 
“Leica Lite” versión 2.61. El análisis cuantitativo se realizó mediante el conteo 
de 5 áreas (500 μm2) aleatoriamente para cada animal, 3 animales/grupo de 
estudio, usando el programa Image J 1.42 (NIH). 
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4.9.5. Co-inmunoprecipitación NLRP3/Casp-1 
 
Los lisados de proteínas se utilizaron en otra técnica de inmunoblot en el 
que se busca la detección mediante co-inmunoprecipitación de dos proteínas 
para comprobar la unión molecular que existe en la célula. Para este protocolo 
se utilizó el kit Co-IP de Fisher siguiendo las especificaciones del fabricante. El 
kit permite la inmovilización de una proteína de interés en una matriz de 
agarosa mediante la unión covalente del anticuerpo en estudio al soporte físico. 
 
Para nuestro estudio utilizamos como inmunoprecipitante el anticuerpo 
monoclonal anti-NLRP3 de ratón (bait protein IB) e hicimos pasar el extracto 
proteico para detectar la unión de la caspasa-1 (prey protein). Una vez 
finalizada la co-inmunoprecipitación se separó el extracto resultante por un gel 
SDS-PAGE al 15% resolviendo por inmunoblot con el anticuerpo Casp-1 rabbit. 
Como control negativo se utilizó IgG de ratón. 
 
4.9.6. Medida de la actividad de caspasa-1 
 
 Las caspasas son proteínas que pertenecen al grupo de las cisteína-
proteasas, que se caracterizan por presentar un residuo de cisteína que media 
la ruptura de otras proteínas, siendo mediadores esenciales en los procesos 
de apoptosis. La actividad de la Caspasa-1 (CA-1) se midió usando un ensayo 
colorimétrico (CA-1, Abcam). Este ensayo permite la detección del cromóforo 
p-nitroanilida (pNA) tras la ruptura del sustrato YVAD-pNA. La luz de emisión 
de pNA se puede cuantificar usando un espectrofotómetro a una longitud de 
onda de 405nm. La comparación de la absorbancia de pNA entre las muestras 
experimentales de los animales tratados crónicamente con etanol respecto a 
los controles, nos permite determinar los niveles de actividad de la CA-1, 
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. 
 
4.9.7. Oligomerización de la proteína de anclaje ASC 
 
 Para comprobar la formación de complejo multiprotéico del 
Inflamasoma, se determinó la oligomerización de la proteína encargada de 
reclutar a los diferentes componentes de este complejo (receptores NLR y la 
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caspasa-1). La proteína ASC (Apoptosis-associated speck-like protein 
containing a CARD pyroptosome) se detectó mediante el procedimiento 
descrito por Fernandez-Alnemri en 2008 con una serie de modificaciones. 
 
Los astrocitos se sembraron en placas de 6 pocillos con una 
concentración de 1x106 células por pocillo. Las placas se trataron con los 
diferentes estimuladores del Inflamasoma. Al finalizar el tratamiento, las células 
se recogieron y el pellet lavado se lisó con un tampón que contenía PBS/Tritón 
0,5%. La rotura celular se realizó mediante lisis mecánica, posteriormente se 
centrifugó el lisado a 8000G/15min. El pellet obtenido se resuspendió en 200µl 
de PBS. 
 
Para realizar el Cross-link el extracto se incubó durante 30 minutos a 
temperatura ambiente con DSS 2mM (disuccinimidyl suberato).La mezcla se 
centrifugó durante 15min a 8000G y el pellet resultante se resuspendió con 
30µl de tampón SDS. El extracto se separó mediante gel SDS-PAGE al 12% y 
finalmente se incubó con el anticuerpo ASC anti-mouse. Las bandas 
resultantes se cuantificaron por densitometría mediante el uso del programa 
Alpha-Ease FC. 
 
4.10. Citometría de Flujo FACS (Fluorescence-activated cell 
sorting) 
 
 Para evaluar la producción de superóxido por parte de las 
mitocondrias en los cultivos de astrocitos se utilizó el reactivo MitoSox TM Red 
(1,25μM). Este fluoróforo se oxida por la acción del superóxido liberado por las 
mitocondrias pero no por otros derivados de la cadena respiratoria mitocondrial 
u otras especies reactivas de oxígeno (ROS) o especies reactivas del nitrógeno 
(RNS). 
 
La oxidación del MitoSox produce una fluorescencia en el espectro 
del rojo que es recogida por Citometría de flujo. Para este experimento se 
utilizaron cultivos de astrocitos vivos sin tratamiento como control y cultivos 
tratados con diferentes condiciones de activación con etanol (10 y 50mM), LPS 
(50ng/µl), ATP (5mM) o Rotenona (25µM). 




En paralelo se incubaron los cultivos con estas condiciones de 
activación pero añadiendo previamente diferentes inhibidores de la cadena 
respiratoria (Z-YVAD-FMK), Mito-Tempo o del NLRP3 mediante un péptido 
bloqueante (NLRP3 pb). 
 
Una vez realizado el tratamiento durante 24horas, los cultivos se 
lavaron dos veces con medio sin completar para eliminar los restos de los 
reactivos y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con la 
sonda MitoSox TM a (1,25μM). Las células se analizaron con el citómetro de 
flujo CytomicsFC500 que puede captar la fluorescencia a 488nm y 620nm. 
 
Inicialmente se establecieron las características morfológicas de 
células vivas y muertas para cuantificar la fluorescencia de las células vivas 
mediante la detección de la dispersión frontal (DF) y lateral (DL).A continuación 
se analizó la fluorescencia de los diferentes cultivos para medir la intensidad 
de la absorbancia en 620nm, longitud a la que emite la sonda activa. La medida 
de MitoSox se representa como el porcentaje de células positivas respecto a 
células positivas en los controles.  
 
4.11. Tinción con MitoTracker 
 
 Para identificar las mitocondrias en cultivos primarios de astrocitos 
tratados se incubaron las células con el reactivo MitoTracker® RedCMXRos 
(50nM). Esta sonda tiene la capacidad de traspasar la membrana plasmática i 
acumularse en la mitocondria. 
 
 Una vez unida la sonda, las células se lavaron dos veces con PBS sin 
Ca/Mg y se fijaron con PFA al 3,7% para posteriormente analizar las células 
con el confocal LeicaTCS-SP2-AOBA.  
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4.12. Detección de muerte celular mediante In Cell Análisis 
 
A partir de placas de 6 pocillos de cultivos primarios de astrocitos se realizó 
el análisis de la cantidad de muerte celular con el kit 660-YVAD-FMK (FLICA) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células tratadas se lavaron con 
PBS frio antes de añadir 500µl del tampón de Anexina V fluoresceína 
isothiocianato (FITC) y Hoech (5µg/ml) e incubar la mezcla durante 30 minutos. 
Seguidamente se añadió 1µl de Yoduro de propidio (PI) durante 5minutos en 
oscuridad. Las células teñidas se analizaron en un microscopio In Cell Analyzer 
1000 equipado con un objetivo 10X. 
 
Se recogió la señal a diferentes longitudes de onda; con el sistema 51008 
policrómico se combinaron los filtros para detectar el Hoech 33342 con 
excitación a 405/20 y emisión a 535/50; la Anexina V a 475/20 excitación y 
535/50 de emisión; el PI a 620/60 de emisión y el FLICA 660-YVAD-FMK a 
620/60 de excitación y 700/75 de emisión. 
 
Para el análisis se determinó por segmentación el contorno nuclear 
medido con Hoech 33342 y se separaron 5 poblaciones. Células vivas 
negativas para IP y tinción normal para Hoech (1); Células apoptóticas 
negativas para IP y tinción alta para Hoech (2); Población Necrótica positiva 
para IP y negativa para FLICA (3); células piroptóticas doble positivas para IP 
y FLICA. 
 
Se contabilizaron entre 1000-2000 células correspondientes a 4 
experimentos diferentes y tomando 20 imágenes por pocillo y condición. Los 
análisis se realizaron con el software Multi Target Análisis de Cel Analyzer 1000 
Workstation. 
 
4.13. Actividad Lactato Deshidrogenasa (LDH) 
 
 La medida del número de células lisadas por efecto de los diferentes 
tratamientos se cuantificó midiendo los niveles de lactato deshidrogenasa 
presentes en el medio de cultivo de los astrocitos. Para ello se utilizó el kit 
colorimétrico Cyto-Tox 96 siguiendo las instrucciones del fabricante. Este 
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ensayo se basa en la transformación del tetrazol a formazan (rojo) gracias a la 
enzima diaforasa y al subproducto NADH que se libera por la LDH al 
transformar el lactato en piruvato reduciendo el NAD a NADH. Esta reacción 
enzimática doble es directamente proporcional al número de células lisadas 
debido a que la LDH es un enzima citosólicas que se libera al medio 
extracelular al lisarse. 
 
Como control positivo se utilizó el Tritón X-10 y el resultado se presenta 
como el porcentaje total de actividad LDH mediante la fórmula 100 × 
[(Experimental − Effector Spontaneous – Target Spontaneous)/ (Target 
Maximum − Target Spontaneous)]. 
 
4.14. Método Túnel (Terminal deoxinucleotidyl transferase sUTP 
Nick End Labeling) 
 
El estudio de los niveles de muerte celular programada (apoptosis) se 
realizó con el kit in situ Cell Death Detection con fluoresceína. La células se 
fijan y permeabilizan (mirar el apartado de Inmunofluorescencia) y se incuban 
con un mix de nucleótidos que contienen fluoresceína-dUTP y TdT (terminal 
transferasa) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los núcleos celulares 
se detectan mediante incubación con DAPI. Las imágenes se obtienen con el 
microscopio de fluorescencia Leica DM600. Las células positivas para la tinción 
TUNEL presentan una coloración verde mientras que las negativas solamente 
tienen coloración azul por el DAPI. A continuación se cuantifica la relación entre 
células positivas y negativas como porcentaje de muerte.  
 
4.15. Análisis Bioinformáticos 
 
4.15.1. Análisis Bioinformáticos 
 
Los resultados fueron analizados utilizando el test no paramétrico de 
Mann-Whitney, el test ANOVA seguido de la comparación múltiple de Dunnet`s 
o el test de la t-Student con el programa SPSS (versión 17.0). Las diferencias 
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se representaron como significativas con un p-valor menor de 0,05 (*), 0,01 (**) 
o (***) 0,001. 
 
4.15.2. Análisis primario de los datos de secuenciación masiva 
  
 Disponemos de 3 réplicas independientes para 4 tipos de muestras 
de corteza de ratones C57BL/6 clasificadas como wild type (wt o TLR4 (+/+)), 
wild type etanol (we o TLR4 (+/+)-EtOH), mutante (ko o TLR4 (-/-)) y mutante 
etanol (ke o TLR4 (-/-)-EtOH).  
 
 El resultado de la secuenciación fue proporcionado en formato fastq, 
y la calidad de los datos se evaluó usándose FastQC (v.0.11.2) antes y 
después de la limpieza de adaptadores y del filtrado de las lecturas que 
presentaron una calidad inferior a 20. Para la fase de limpieza y filtrado de 
lecturas (trimming) se utilizó cutadapt (v.1.8.3).  
 
 Tras este paso, todas las lecturas fueron alineadas contra los RNA no 
codificantes disponibles en ENSEMBL (GRCm38.p4), con el fin de clasificar las 
lecturas en los diferentes biotipos de RNA no codificante. El alineamiento en 
este paso, así como el de pasos posteriores fue realizado con bowtie2 (v.2.2.3) 
para el indexado del genoma de referencia y tophat2 (v.2.0.12) para el 
alineamiento per se. 
 
 Tras la clasificación en los diferentes biotipos, se tomaron solo 
aquellas lecturas clasificadas como small nuclear ARNs (snARNs), small 
nucleolar ARNs (snoARN) y microARNs (miARNs) y se alinearon contra los 
precursores de miARNs disponibles en miRBase (www.mirbase.org). El 
alineamiento contra los precursores es imprescindible, ya que el uso de las 
secuencias maduras provoca errores en el proceso de mapeo.  
 
 Tras el alineamiento de las lecturas se usó htseq-count (v.0.6.1p1) 
para la obtención de la matriz de conteos. Los valores de dicha matriz fueron 
normalizados por RPKM y se utilizó el paquete limma de Bioconductor 
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(www.bioconductor.org) para comparar los diferentes grupos muestrales y 
realizar la corrección de falsos positivo por Benjamini-Hochberg. 
 
 Con el fin de poder realizar análisis posteriores y detectar posibles 
rutas o procesos biológicos afectados, cada miARN de interés fue asociado a 
sus genes diana por medio de TargetScan (www.targetscan.org/mmu_71). Los 
genes diana serán usados para establecer los procesos biológicos (BP), las 





















5.1. Identificación y caracterización de los Inflamasomas en 
cerebros de ratones C57BL/6 TLR4 (+/+) Y TLR4 (-/-) 
 
Nuestro primer estudio se centró en la caracterización de los diferentes 
Inflamasomas y sus componentes en cerebros de ratones C57BL/6 TLR4 (+/+) 
y TLR4 (-/-). Entre los diferentes tipos de Inflamasomas que se han descrito, 
uno de los más estudiados ha sido el NLRP3 debido a la importancia de este 
complejo proteico en varias enfermedades inflamatorias. De hecho, la 
participación de los NLRP3 junto con los TLR4 se ha demostrado en diferentes 
neuropatologías,  como la enfermedad de Alzheimer (Halle, Hornung et al. 
2008; Masters and O'Neill 2011), Meningitis (Wu, Fernandes-Alnemri et al. 
2010), etc. Además, ambos tipos de receptores se activan por factores y 
alérgenos asociados a patologías o daño neural como son los (PAMPs o 
DAMPs) (Medzhitov 2001; Beutler, Jiang et al. 2006; Fritz, Ferrero et al. 2006).  
 
Con el fin de determinar si, efectivamente, los inflamasomas en general y 
el NLRP3 en particular, tenían unos niveles de expresión génica adecuados 
para la posterior evaluación de su implicación en el tratamiento con etanol, nos 
propusimos estudiar los niveles de expresión génica de tres de los 
Inflamasomas más estudiados NLRP3, AIM2 y NLRP1, en tres zonas 
cerebrales de ratones C57BL/6 TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-).  
 
Para ello, analizamos los niveles de ARN mensajero (ARNm) mediante 
RT-qPCR en cerebelo, hipocampo y corteza cerebral en condiciones basales 
y ausencia de tratamiento con etanol en ratones TLR4 “wild type” (TLR4 (+/+)) 
y ratones TLR4 knock-out (TLR4 (-/-)). 
 
Como podemos observar en la figura 24A, los niveles de expresión del 
ARNm del inflamasoma NLRP3 fueron significativamente superiores que los 




cerebrales estudiadas, tanto de ratones TLR4 (+/+) como TLR4 (-/-). Estos 
datos indican que expresión del NLRP3 es predominante en cerebro. 
FIGURA 24: ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA DE LOS INFLAMMASOMAS NLRP3, AIM2 Y 
NLRP1 EN CORTEZA, HIPOCAMPO Y CEREBELO DE RATONES TLR4 (+/+) Y TLR4 (-/-).  
A). Comparación de los diferentes Inflamasomas en cada área cerebral analizada en ratones TLR4 
(+/+) y TLR4 (-/-); B). Los datos expresan la [media ± S.E.M.], obtenida de 8-12 animales ***p<0.001 
(prueba t-Student). 
 
Los resultados de la figura 24B también muestran que, la corteza cerebral 
presenta unos niveles de expresión del ARNm del NLRP3 significativamente 
más elevados que en cerebelo e hipocampo. Además, si comparamos los 
niveles de expresión entre las diferentes regiones cerebrales observamos que, 
mientras los niveles del Inflamasoma NLRP3 experimentan importantes 
Hipocampo




























































































































































variaciones de una región cerebral a otra, los Inflamasomas AIM2 y NLRP1 
mantienen unos niveles similares entre las diferentes áreas cerebrales 
analizadas. De esta figura 24B, también se deriva el hecho de que no hay una 
diferencia de expresión de ningún inflamasoma, por efecto del fenotipo, ya que 
no hay variación entre las muestras TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-). Finalmente, indicar 
que el NLRP1 es el que presenta menores niveles de mensajero, en 
comparación con los niveles de los otros Inflamasomas estudiados. En en 
estos estudios seleccionamos el gen PPIA cono normalizador de la expresión 
génica (Housekeeeping). 
 
Estos resultados sugieren la relevancia del NLRP3 en cerebro y en 
particular en la corteza cerebral, lo que nos permitia encaminar el abordaje de 
los posibles efectos del alcohol en este Inflamasoma. Lo primero que nos 
planteamos fue evaluar si todas las proteínas involucradas en la formación del 
complejo proteico también tenían unos niveles de expresión más 
predominantes en corteza. Para ello, realizamos el análisis de la expresión 
génica de los ARNm encargados de la síntesis de las proteínas Caspasa-1 
(CA-1), Pycard (ASC), IL1B y IL18 en ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-) en 
corteza, cerebelo e hipocampo y en condiciones basales y sin exposición al 
etanol. 
 
La figura 25 muestra como los diferentes componentes de los 
Inflamasomas se expresan en los tres tejidos analizados. Indicar que, en 
ausencia del etanol, los niveles de ARNm de cada componente, tanto en 
ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-), no presenta cambios significativos en los 
niveles de expresión. Este resultado indica que la presencia o ausencia del 
receptor TLR4 no es un factor determinante en la expresión génica y basal del 
complejo proteico, aunque estudios posteriores del efecto del etanol en cerebro 
indican que la presencia o ausencia del receptor TLR4 tiene una acción 
relevante y atenuadora de dichos efectos sobre la actividad de los 







FIGURA 25: ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA MEDIANTE RT-QPCR DE LOS ARNM 
CODIFICANTES PARA CASPASA1 (A), IL1B (B), IL18 (C) Y PYCARD (ASC) (D) EN CORTEZA 
HIPOCAMPO Y CEREBELO DE RATONES TLR4 (+/+) Y TLR4 (-/-). 
Los datos expresan la [media ± S.E.M.], obtenida de 8-12 animales * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 
(prueba t-Student). 
 
Respecto a la comparación entre las diferentes áreas cerebrales, 
observamos como la CA-1 tiene unos niveles más elevados en cerebelo, 
seguido de la corteza y finalmente el hipocampo (Figura 25A). Así mismo, esta 
figura también muestra que los niveles de la citoquina IL-1β son mayores en 
cerebelo e hipocampo que en corteza cerebral (Figura 25B). 
 
Otro resultado que observamos en esta figura es que los niveles de 
expresión de la interleuquina IL-18 y la proteína de anclaje PYCARD son 






y TLR4 (-/-) (Figuras 25 C, D). Con estos resultados observamos que dos de 
los cuatro componentes analizados están significativamente más expresados 
en corteza; aunque como hemos descrito, esto no ocurre con la CA-1 y la IL-
1β.  
 
Otro dato de interés de la figura 25, es el hecho de que al comparar 
TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-), el único tejido en el que los niveles de expresión no 
varían en ninguno de los mensajeros es la corteza cerebral. Sin embargo, este 
resultado no se aprecia en cerebelo e hipocampo en los que el IL-1β y la CA-1 
se ven alterados en cerebelo y el gen PYCARD en cerebelo e hipocampo 
(Figuras 25B, C y D). 
 
Dado que la mayoría de los componentes del Inflamasoma, como el 
NLRP3, la proteína de anclaje ASC (PYCARD) y la interleuquina IL-18, tenían 
una mayor expresión en corteza cerebral, decidimos evaluar el efecto del 
etanol sobre el Inflamasoma NLRP3. De hecho, este inflamasoma es el mejor 
estudiado, ya que participa en muchas patologias. 
5.2. Efecto del etanol en la expresión de los inflamasomas y sus 
componentes en corteza, hipocampo y cerebelo de ratones 
TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-) 
 
Una vez establecido que en nuestro modelo de estudio, el ARNm de 
los componentes de los Inflamasomas se expresaba con niveles suficiente 
para ser analizados mediante RT-qPCR, pasamos a evaluar la expresión de 
los diferentes Inflamasomas y sus componentes en diferentes regiones 
cerebrales de ratones con consumo crónico de etanol. Específicamente 







FIGURA 26: DIFERENCIAS EN LA EXPRESIÓN GÉNICA DE LOS INFLAMASOMAS NLRP3, AIM2, 
NLRP1, CA-1, PYCARD, IL18 Y IL1Β EN HIPOCAMPO DE RATONES TLR4 (+/+) Y TLR4 (-/-) 
CON Y SIN TRATAMIENTO CON ETANOL (A-G). LOS DATOS EXPRESAN LA [MEDIA ± S.E.M.], OBTENIDA 





Los resultados en hipocampo, como se detallan en la figura 26, nos 
revelan que el único Inflamasoma en el que el etanol incrementa los niveles de 
expresión génica es el AIM2, ya que en nuestro estudio, los Inflamasomas 
NLRP1 y NLRP3 no se observan diferencias significativas, cuando se 
comparan los valores obtenidos en muestras controles sin tratamiento. 
 
Respecto a los integrantes del Inflamasoma, la CA-1 y el IL-18 
presentan un aumento significativo al comparar los ratones TLR4 (+/+) y los 
TLR4 (+/+)-EtOH. En el resto de componentes (PYCARD y IL-1β) no se 
observan variaciones significativas en su expresión, cuando se comparan las 
muestras de hipocampo  tratadas con o sin etanol. En la figura 26 también se 
muestra como la ausencia del receptor TLR4 no desencadena un aumento o 
disminución de los niveles de mensajero en ningún componente analizado, 
solamente en el nivel de PYCARD se observa una disminución, pero no es 
estadísticamente significativa. 
 
Posteriormente se realizó el mismo análisis en corteza cerebral. Hay 
que destacar que algunos estudios han demostrado que un traumatismo en 
corteza cerebral induce la formación del complejo infamatorio NLRP3 e 
incrementa los niveles de caspasa1 y IL-1β (Walmsley, Katsikis et al. 1996). 
Las figuras 27 (A y B) muestra que el tratamiento crónico de alcohol induce un 
aumento significativo en los niveles de ARNm de los Inflamasomas NLRP3 y 
AIM2 en corteza cerebral de ratones TLR4 (+/+). Estos efectos no se observan 





FIGURA 27: DIFERENCIAS EN LA EXPRESIÓN GÉNICA DE NLRP3, AIM2, NLRP1, CA-1, 
PYCARD, IL18 Y IL1B EN CORTEZA CEREBRAL DE RATONES TLR4 (+/+) Y TLR4 (-/-) CON Y 
SIN TRATAMIENTO CON ETANOL (A-G). LOS DATOS EXPRESAN LA [MEDIA ± S.E.M.], OBTENIDA DE 8-12 











Referente a la expresión del NLRP1 en corteza cerebral, al igual que en 
hipocampo, no revela variaciones significativas ni con el tratamiento de etanol 
ni en presencia o ausencia del receptor TLR4. Los resultados de la figura 27 
también revelan como en corteza, los dos participantes del complejo 
inflamatorio, Caspasa 1, PYCARD, muestran un aumento significativo en su 
expresión con el tratamiento de etanol en ratones TLR4 (+/+), pero este efecto 
no se observa en ratones TLR4 (-/-). 
 
Para completar las diferentes áreas del cerebro a analizar, el último tejido 
a estudio fue el cerebelo de ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-) con y sin 
tratamiento con alcohol. Los resultados de la figura 28G muestran como la  
citoquina mediadora de la respuesta inmune,IL-1β, incrementa sus niveles de 
expresión en ratones TLR4 (+/+), con consumo crónico de alcohol, pero solo 
se aprecia un ligero incremento, no significativo, en cerebelo en ratones TLR4 
(-/-).Finalmente, el tratamiento de alcohol no altera los niveles del ARNm de la 
citoquina IL-18 ni en el cerebelo de animales TLR4 (+/+) ni de los TLR4 (-/-). 
 
Por lo que respecta al Inflamasoma NLRP3, no se observan diferencias 
significativas en los niveles de expresion de este inflamasoma, cuando se 
comparan muestras de cerebelo de ratones TLR4 (+/+) con o sin tratamiento 
de etanol (Fig.28 A). Sin embargo, otros trabajos si han demostrado que el 
tratamiento con etanol incrementa los niveles NLRP3 en cerebelo (Lippai, Bala 
et al. 2013). Sorprendentemente, la expresion del ARNm del NLRP3 
incremento en cerebelo de ratones TLR4 (-/-). Además, si nos centramos en 
los componentes de los Inflamasomas observamos, que tanto la CA-1(Figura 
28D) como la citoquina IL-1β (Figura 28G), tienden a aumentar sus niveles de 
mensajero por el tratamiento con alcohol en cerebelo de animales TLR4 (+/+) 
pero no en los TLR4 (-/-). 
 
Finalmente, indicar que los niveles del ARNm del PYCARD aumentan en 
las dos comparativas analizadas; TLR4 (+/+) vs TLR4 (+/+)-EtOH y TLR4 (-/-) 
vs TLR4 (-/-)-EtOH, pero la expresión de la citoquina IL-18 no se altera en 
ninguna de las condiciones experimentales (tratamiento de alcohol y ausencia 





FIGURA 28: DIFERENCIAS EN LA EXPRESIÓN GÉNICA DE NLRP3, AIM2, NLRP1, CA-1, 
PYCARD, IL18 Y IL1B EN CEREBELO DE RATONES TLR4 (+/+) Y TLR4 (-/-) CON Y SIN 
TRATAMIENTO CON ETANOL (A-G). LOS DATOS EXPRESAN LA [MEDIA ± S.E.M.], OBTENIDA DE 8-12 













5.3. Análisis de la actividad caspasa1 en cerebelo, hipocampo 
y corteza cerebral de ratones C57BL/6 TLR4 (+/+) y TLR4 
(-/-) con tratamiento crónico de etanol 
 
Basandonos en los resultados del apartado anterior y la elevada 
expression de los inflamasomas, y en particular el NLRP3 en corteza cerebral, 
consideramos evaluar los posibles efectos del consumo de alcohol en la 
activación de los inflamasomas en cortex. Además, debido a que no siempre 
hay una relación directa entre los niveles de mensajero y los niveles o actividad 
de las proteínas, quisimos comprobar si el tratamiento de etanol alteraba la 
actividad del Inflamasoma en diferentes zonas cerebrales. 
 
Como ya se ha expuesto en la introducción, cuando se detecta un estrés 
a nivel celular y este es detectado por los receptores citoplasmáticos NLRs 
(Inflamasomas), se genera una respuesta inmune innata propiciada por la 
activación de la caspasa 1. Por tanto, para evaluar si el etanol estaba alterando, 
vía el receptor TLR4, los niveles y actividad del Inflamasoma y/o la actividad 
de la proteína efectora, la CA-1,  dentro del complejo Inflamasoma, analizamos 
la actividad caspasa-1 en corteza, cerebelo e hipocampo.  
 
Esta actividad se analizo utilizando un ensayo colorimétrico basado en un 
kit comercial de la casa Abcam que permite cuantificar la actividad de la 
proteína efectora Caspasa 1. Este ensayo permite la detección del cromóforo 
p-nitroanilida (pNA) tras la ruptura del sustrato YVAD-pNA.  
 
Los resultados de la actividad CA-1 se muestran en la Figura 29. En esta 
figura se representa los niveles de absorbancia en corteza, hipocampo y 
cerebelo que representa la actividad de la caspasa 1 (CA-1). De hecho, tanto 
en corteza (Figura 29A) como en cerebelo (Figura 29C), se observa una 
tendencia positiva de la actividad de la CA-1, aunque sólo en corteza esta 
diferencia es estadísticamente significativa cuando se compara con los datos 
control de animales sin consumo de alcohol  
 
Respecto al hipocampo (Figura 29B) no se observan diferencias 




de los grupos control o tratados con etanol, tanto en los ratones TLR4+/+ como 
en los TLR4-/-. 
FIGURA 29: ACTIVIDAD CASPASA 1 MEDIDA POR LOS NIVELES DE ABSORBANCIA A 405NM 
DERIVADOS DEL CROMÓFORO P-NITROANILIDA (PNA) EN CORTEZA; (A). HIPOCAMPO; (B). Y 
CEREBELO; (C) LOS DATOS EXPRESAN LA [MEDIA ± S.E.M.], OBTENIDA DE 8-12 ANIMALES * 
P<0.05, (PRUEBA T-STUDENT). 
 
En resumen, observamos un aumento de la CA-1 en la corteza cerebral y 
en cerebelo de animales TLR4 (+/+) con consumo crónico de alcohol, 
resultados que sugieren que los ratones TLR4 (-/-) presentan una menos 
susceptibilidad a la activación del inflamasoma al generar una menor actividad 
de la CA-1. 
 
5.3.1. El tratamiento crónico con etanol activa la respuesta inmune 
mediante el Inflamasoma NLRP3 en ratones C57BL/6 TLR4 
(+/+) 
 
Una vez determinado que la corteza muestra una mayor respuesta en 
nuestro modelo experimental y con el fin de estudiar el efecto del etanol, nos 
centramos en analizar, con más profundidad, los mecanismos moleculares y 
celulares de los efectos del etanol sobre el complejo NLRP3. Para ello nos 
decidimos evaluar la actividad CA-1, no solo a nivel de formación del 
subproducto pNA tras la ruptura del sustrato YVAD-pNA, si no también 
detectarla en cortes de cerebro y analizar la CA-1 “in situ” en corteza cerebral 





Como muestra la figura 30A y la gráfica 30B, el consumo crónico de 
alcohol incrementa significativamente la detección del anticuerpo anti-CA-1 en 
corteza cerebral de ratones TLR4 (+/+). Sin embargo este incremento en la 
Inmunofluorescencia de la CA-1 no se observa en corteza de ratones TLR4 (-
/-). Para corroborar estos resultados, decidimos evaluar y cuantificar, mediante 
western-blot, las diferentes proteínas asociadas a la activación del 
Inflamasoma NLRP3 en córtex de animales con o sin tratar con etanol. 
 
 
FIGURA 30: EL TRATAMIENTO CRÓNICO CON ETANOL INCREMENTA LOS NIVELES PROTEICOS 
DEL INFLAMASOMA NLRP3 Y LAS PROTEÍNAS CA-1, IL-18 Y IL-1Β EN CORTEZA CEREBRAL 
DE RATONES TLR4 (+/+): 
Análisis mediante Inmunofluorescencia de los niveles de CA-1 en corteza de ratones TLR4 (+/+) y 
TLR4 (-/-) con y sin tratamiento de Et-OH, (A) y representación gráfica de los resultados de la 
detección a 405nm de la actividad caspasa1. Los datos expresan la [media ± S.E.M.], obtenida de 6 
animales * p<0.05, (prueba t-Student) (B); Estudio de western-blot de los niveles de proteína total 
detectados contra NLRP3, AIM2, CA-1, IL18 y IL1β y las fracciones activas de la CA-1, IL-18 y IL-1β. 
Cuantificación densitométrica con GAPDH como proteína de referencia, (C); Niveles de picogramos 
de citoquinas por ml de proteína de IL-18 y IL-1β mediante técnicas de ELISA Los datos expresan la 





Para comprobar que el etanol estaba actuando mayoritariamente sobre el 
NLRP3 y no sobre otros inflamasomas como el AIM2, cuyo nivel de ARNm 
incrementaba con el etanol, evaluamos los niveles de proteína mediante 
western blot. La Figura 30C muestra que el consumo de alcohol causa un 
aumento en los niveles de proteína tanto del NLRP3 como de la CA-1 en la 
corteza de ratones TLR4 (+/+), datos que concuerdan con los resultados de 
expresión génica mostrados anteriormente.  
 
Otro dato que se desprende de estos análisis de western blot es que, a 
diferencia de los resultados de expresión génica, el tratamiento de etanol no 
altera los niveles de AIM2 en corteza cerebral de ratones TLR4 (+/+). Así 
mismo, los niveles de la proteína de anclaje ASC no parecen aumentar con el 
tratamiento con alcohol (Figura 30C), aunque sí que se observada un aumento 
de los niveles de mensajero.  
 
La figura 30C también muestra los datos referentes a la IL-18. Esta 
citoquina no mostraba cambios a nivel de ARNm con el consumo de alcohol 
(Figura 27F), pero sí que se observa un aumento de los niveles proteicos 
derivados del tratamiento. Se produce un incremento significativo en la 
proteína IL-18, por lo que su expresión génica no estaría influenciada por las 
señales de estrés pero sí su procesamiento proteico. La figura 30C también 
muestra que la ausencia del receptor TLR4 atenúa el efecto inflamatorio del 
etanol al observar un menor incremento de la IL-18. 
 
Si nos fijamos en la CA-1, observamos como la fracción de proteína 
inmadura (Pro-CA-1) se mantiene bastante estable en los diferentes grupos a 
estudio TRL4 (+/+) y TLR4 (-/-) con y sin etanol. Por el contrario, el fragmento 
que se libera (CA-1-p10) al activarse la caspasa 1, desde pro-caspasa1 a   CA-
1 activa, aparece ligeramente incrementado en los ratones TLR4 (+/+) con 
tratamiento con etanol. En la figura 30C se puede observar como en los ratones 
TLR4-KO también se aprecia la banda activa de la CA-1 pero con una menor 
intensidad de señal. De hecho, no se aprecian diferencias claras respecto a 





Finalmente, en la figura 30 (E, D) se analizan, mediante técnicas de ELISA, 
los niveles de liberación de las citoquinas IL-1β y IL-18. El análisis de los 
resultados del ELISA nos muestran con claridad como existe un aumento del 
nivel de IL-1β e IL-18 en los extractos celulares de corteza de animales TRL4 
(+/+) tratados con etanol, pero el incremento en las citoquinas no se observa 
en extractos cerebrales de ratones deficientes en el receptor TLR4. El 
incremento en la IL-1β en muestras de animales TLR4 (+/+) tratados con etanol 
concuerdan con los resultados realizados con western blot que se muestran en 
la figura 30C, en donde también se aprecia un aumento de la fracción activa 
de esta citoquina (p-17kDa) por el tratamiento con etanol, aunque los  
resultados no eran concluyentes debido al ruido de fondo de este anticuerpo. 
 
5.4. Estudio in vivo de la activación de Caspasa 1 en ratones 
C57BL/6 TLR4 (+/+) con tratamiento con etanol en la glía y 
neuronas de corteza cerebral 
 
Llegados a este punto y confirmado que en nuestro modelo experimental 
se observa un aumento de la actividad inflamatoria debida a la estimulación del 
Inflamasoma NLRP3 con el tratamiento crónico de etanol, nuestro siguiente 
objetivo era conocer qué tipo celular era el que estaba participando en dicha 
respuesta. Los trabajos de (Savage, Lopez-Castejon et al. 2012; Pan, Chen et 
al. 2014) muestran que tanto la microglía como los astrocitos tienen un papel 
determinante en la respuesta inmune innata, procedente tanto de patógenos 
(PAMP), alérgenos como de DAMPs (restos celulares,  células muertas). 
 
Para conocer qué tipo celular y cuál es su implicación en dicha activación, 
decidimos realizar un estudio de co-Inmunofluorescencia de doble marcaje en 
el que analizamos marcadores específicos de astroglía y microglía (GFAP e 
Iba1) respectivamente, junto a un anticuerpo especifico que reconocía al 
componente funcional del inflamasoma NLRP3, la caspasa 1. Los resultados 





En la Figura 31 se muestra imágenes de co-localización de GFAP/CA-1 
en corteza cerebral de ratones TLR4 (+/+) (Figura 31A y B) y TLR4 (-/-) (Figura 
31C y D) control y crónicamente tratados con etanol, respectivamente. Las 
imágenes de Inmunofluorescencia muestran dos efectos del alcohol en corteza 
de ratones TLR4 (+/+). Por una parte, se observa un aumento en el número de 
las células GFAP+, que sugiere una astrogliosis. Además, existe una mayor 
co-localización de astrocitos con CA-1 tras el tratamiento con etanol (Figura 
31B). 
 
FIGURA 31: EL NÚMERO DE COLOCALIZACIONES CA-1 Y GFAP EN CORTEZA CEREBRAL DE 
RATONES TLR4 (+/+) AUMENTA POR CONSUMO CRÓNICO DE ALCOHOL: 
Imágenes de Inmunofluorescencia. En rojo, la CA-1 y en verde la proteína GFAP, las colocalizaciones 
(Merge) se indican mediante flechas. Barra de escala de 75µm. Secciones de corteza de ratones 
TLR4 (+/+), TLR4 (+/+)-EtOH, TLR4 (-/-) y TLR4 (-/-)-EtOH respectivamente (A-D) .Imagen de 
confocal especifica de la zona de estudio (E). Imagen del control negativo de los anticuerpos Anti-
CA-1 y anti-GFAP (F). Grafica del % de colocalizaciones CA-1-GFAP respecto al número total de 
células GFAP positivas (G), los datos expresan la [media ± S.E.M.], obtenida de 3 cortezas por 
condición y 5 fotos independientes por animal cuantificando entre 200 y 10000 células por animales, 




Los resultados también muestran que el etanol no causa ni astrogliosis ni 
aumento en células CA-1/GFAP positivas en ratones deficientes del receptor 
TLR4, sugiriendo el papel de este receptor en estos procesos (Figura 31C y 
D). 
 
Para evaluar las variaciones entre los diferentes grupos, se cuantificaron 
el número de co-localizaciones, GFAP+/ CA-1, respecto al número total de 
células GFAP positivas. La gráfica de la Figura 31G muestra que el consumo 
de alcohol incrementa significativamente células GFAP/CA-1 positivas en 
corteza de ratones TLR4 (+/+), pero este incremento no se observa en ratones 
TLR4 (-/-). 
 
La Figura 32 muestra la cuantificación de células de la microglía y su co-
localizacion con CA-1. Al igual que en los astrocitos, los ratones TLR4 (+/+), 
tratados con etanol, presentan un aumento en el número de células Iba-1 que 
co-localizan con caspasa 1 (Iba+/CA-1) (Figura 32 A y B). Asi mismo, la 
eliminación de los receptores TLR4, bloquea los efectos del etanol sobre la 
microglía y su activación (Figura 32 C y D).  
 
La gráficas de la figura 32F muestra la quantificacion de las diferencias de 
colocalizaciones Iba1/CA-1 en las diferentes condiciones experimentales. En 
esta figura se observa un aumento significativo con el consumo de etanol 
(Figura 32F); resultado que no se aprecia en los cortes de ratones TLR4 (-/-). 
También se ve un aumento de la activad caspasa 1 en la microglía de corteza 
cerebral de ratones TLR4 (+/+) (Figura 32G). 
 
Los resultados indican que el etanol activa la respuesta inflamatoria en las 
células gliales y principalmente en la astroglía y microglía, datos que coinciden 
con otros resultados que indican que ambos tipos celulares participan en la 






FIGURA 32: EL NÚMERO DE CO-LOCALIZACIONES CA-1 E IBA1 EN CORTEZA CEREBRAL DE 
RATONES TLR4 (+/+) AUMENTA POR EL EFECTO CRÓNICO DEL ETANOL: 
Imágenes de Inmunofluorescencia obtenidas con el confocal Leica en el que se observa en rojo la 
CA-1 y en verde la proteína IBA1, las co-localizaciones se indican mediante flechas y con más detalle 
mediante zoom (A-D). Control negativo de anticuerpos secundarios (E). Grafica donde se indican el 
% de co-localizaciones CA-1-Iba respecto al número total de células Iba1 positivas (F). Grafica donde 
se indica el número total de células CA-1 positivas (G). Los datos expresan la [media ± S.E.M.], 
obtenida de 3 cortezas por condición y 5 fotos independientes por animal cuantificando entre 200 y 





5.4.1. Estudio in vivo de la activación de la caspasa1 en neuronas de 
ratones con tratamiento crónico TRL4 (+/+) Y TLR4 (-/-) 
 
Finalmente, aunque la astroglía y la microglía son las células 
responsables de la respuesta inmunitaria en cerebro, quisimos abordar la 
posible participación de las neuronas en estos procesos. De hecho, algunos 
trabajos recientes sugieren que las neuronas expresan tanto los receptores de 
membrana TLRs como los citoplasmáticos NLRs y su posible participación en 
las interacciones neurona-glía durante la neuroinflamación, comentado en la 
introducción. 
 
Para comprobar si las neuronas de animales con un consumo crónico 
de alcohol expresaban y activaban la caspasa 1, realizamos un doble marcaje 
con anticuerpos fluorescentes específicos para la detección de neuronas 
(NeuN) y para la CA-1. Con este experimento pretendíamos observar si el 
tratamiento con etanol producía un aumento de los niveles de caspasa 1 en 
corteza cerebral y si este aumento de actividad se localizaba en las neuronas. 
 
Los resultados que se obtuvieron se muestran en la figura 33. En esta 
se observa que el consumo de alcohol aumenta el número de células con 
marcaje (CA-1/NeuN) positivas (Figura 33A-D). Como en las figuras anteriores, 
se cuantifican, tanto el aumento de la actividad caspasa 1 como del número de 
colocalizaciones CA-1-NeuN, ilustrando estos resultados con las gráficas E y 
F de la figura 33, respectivamente. Merece destacar que las diferencias, en 
cuanto a número de co-localizaciones, son mayores en neuronas que en 
astrocitos y microglía. Estos datos nos aportan una fuente de estudio futuro en 
el que nuestro laboratorio está trabajando. 
 
Como hemos observado en los anteriores resultados, los ratones 
TLR4 (-/-) no responden de la misma forma al tratamiento con etanol. Los 
resultados muestran que los ratones carentes del TLR4 presentan una 
actividad caspasa 1 activada, pero de menor intensidad que la que se observa 






FIGURA 33: EL NÚMERO DE COLOCALIZACIONES CA-1 Y NEUN EN CORTEZA CEREBRAL DE 
RATONES TLR4 (+/+) AUMENTA POR EL EFECTO CRÓNICO DEL ETANOL. 
Imágenes de Inmunofluorescencia obtenidas con el confocal Leica en el que se observa en rojo la 
CA-1 y en verde la proteína NeuN, las colocalizaciones se indican mediante flechas y con más detalle 
mediante zoom (A-D). Grafica donde se indican l número total de células CA-1 positivas (E). Grafica 
donde se indican el % de colocalizaciones CA-1-NeuN respecto al número total de células NeuN 
positivas (F). Los datos expresan la [media ± S.E.M.], obtenida de 3 cortezas por condición y 5 fotos 














































5.5. Estudio de los mecanismos moleculares involucrados en la 
activación del NLRP3 por el etanol en ratones C57BL/6 
TLR4 (+/+) Y TLR4 (-/-) 
Una vez determinado que la glía juega un papel fundamental dentro 
de los procesos de inflamación y activación del inflamasoma NLRP3 causados 
por alcohol en corteza cerebral, nuestro siguiente objetivo fue determinar los 
mecanismos moleculares involucrados en la activación del inflamasoma por el 
etanol. Para ello, decidimos analizar los procesos de activación en cultivos 
primarios de astrocitos. De hecho, la participación de los astrocitos en la 
respuesta inmune en el sistema nervioso central (SNC) no es nueva, ya que 
diferentes trabajos han demostrado como este tipo celular interviene, no solo 
en el mantenimiento de la estabilidad, función neuronal y control del equilibrio 
iónico extracelular, sino que forma parte activa de la respuesta inmune innata 
(Farina, Aloisi et al. 2007). 
5.5.1. Expresión de los diferentes Inflamasomas y activación del 
NLRP3 por el etanol en cultivos primarios de astrocitos de 
corteza cerebral de ratones C57BL/6 
 
Para evaluar los efectos del etanol sobre la astroglía, utilizamos 
cultivos primarios de astrocitos a partir de corteza cerebral de ratones TLR4 
(+/+) y TLR4 (-/-). Las células se expusieron a dos concentraciones de etanol 
con relevancia fisiológica, 10 y 50mM. Además, utilizamos activadores del 
inflamasoma ampliamente estudiados como el LPS o el ATP (ver material y 
métodos). Sin embargo, antes de evaluar el efecto del etanol sobre el NLRP3 
en astrocitos en cultivo quisimos comprobar, al igual que hicimos in vivo, que 
Inflamasomas se estaban expresando, a nivel del mensajero, con el fin de 
determinar cuál de los inflamasomas tenía una mayor expresión. 
 
La Figura 34A, muestra una gráfica en donde se puede observar la 
expresión de los cuatro inflamasomas evaluados (NLRP3, AIM2, NLRP1 e 
IPAF), en cultivos puros de astrocitos, mediante RT-qPCR. En esta figura se 




niveles mucho más elevados que los otros Inflamasomas estudiados, (AIM2, 
NLRP1 e IPAF). Estos resultados nos hacían pensar en el NLRP3 como el 
inflamasoma más adecuado para observar los efectos del etanol en cultivos de 
astrocitos corticales. Además, estos resultados coincidían con lo observado en 
los estudios in vivo sobre corteza cerebral de ratones C57BL/6. 
 
FIGURA 34: LOS ASTROCITOS PROCEDENTES DE CULTIVOS PRIMARIOS DE RATONES TLR4 
(+/+) EXPRESAN EL INFLAMASOMA NLRP3 DE FORMA MAYORITARIA. 
Detección, mediante RT-qPCR, de los niveles de expresión de los Inflamasomas NLRP3, AIM2, 
NLRP1 e IPAF en cultivos primarios de astrocitos (A). Inmunofluorescencia de colocalizaciones de 
NLRP3 (rojo) y GFAP (Azul) en astrocitos TLR4 (+/+) (B). Nivel del ARNm de NLRP3 en cultivos 
primarios de astrocitos de corteza cerebral de ratones TLR4 con tratamiento con etanol (10 y 50mM) 
durante 24horas (C). Los resultados son el análisis de 5-7 experimentos independientes normalizando 
el ARNm con el nivel del housekeeeping PPIA Las barras de error se determinaron con [media ± 






Como complemento a este estudio preliminar, indicar que la figura 
34B muestra imágenes de confocal en las que observamos como el anticuerpo 
anti-NLRP3 co-localiza en células GFAP positivas, comprobando que no sólo 
detectamos el inflamasoma a nivel de ARNm, sino también a nivel proteico. 
 
Una vez establecido la presencia del NLRP3 en nuestro modelo 
experimental, el siguiente objetivo fue evaluar si diferentes concentraciones de 
etanol afectaban a los niveles de expresión del ARNm del NLRP3. Para ello 
volvimos a recurrir a la expresión génica tratando los cultivos primarios de 
astrocitos, durante 24 horas, con dos concentraciones crecientes de etanol (10 
y 50mM). Como se muestra en la figura 34C, la estimulación con etanol 
incrementó significativamente los niveles del ARNm del NLRP3, este 
incremento fue similar con ambas concentraciones de etanol (10 y 50mM). 
Estos resultados sugerían que el inflamasoma NLRP3 respondía al estrés 
generado por el etanol, en astrocitos en cultivo.  
 
El siguiente objetivo fue comprobar si el etanol, al igual que otros 
activadores del NLRP3, era capaz de aumentar los niveles de proteína del 
Inflamasoma. Para este estudio utilizamos la Inmunofluorescencia, y 
evaluamos la co-localización de la proteína NLRP3 y el marcador específico de 
astrocitos GFAP, en células estimuladas con etanol y con activadores ya 
descritos como el LPS o el ATP como controles positivos.  
 
En la figura 35 se observa como, la presencia de ATP y LPS, generan 
un aumento en la fluorescencia del NLRP3 en células GFAP positivas. De la 
misma forma, observamos como la exposición al etanol (10 o 50mM), durante 
24h, también induce un aumento de la fluorescencia asociada al NLRP3 en 
astrocitos corticales de ratones TLR4 (+/+) (Figura 35A). Sin embargo, el 
aumento en la fluorescencia del NLPR3 no se observa en astrocitos corticales 
de ratones carentes del receptor TLR4 sometidos a las mismas condiciones de 






FIGURA 35: EL TRATAMIENTO AGUDO DURANTE 24 HORAS CON ETANOL A 10 Y 50MM 
INCREMENTA LOS NIVELES DE LA PROTEÍNA NLRP3 EN CULTIVOS PRIMARIOS DE ASTROCITOS 
Detección mediante Inmunofluorescencia de los niveles de proteína NLRP3 (Verde) y GFAP (rojo) en 
cultivos primarios de astrocitos TLR4 (+/+) (A) y TLR4 (-/-) (B) con diferentes estimuladores: Sin 
tratamiento, estimulación con LPS, ATP, EtOH 10 y 50mM respectivamente Las imágenes son el 






5.5.2. El tratamiento con etanol promueve la formación del complejo 
multiprotéico NLRP3 y la liberación de citoquinas pro-
inflamatorias en cultivos primarios de astrocitos 
  
Nuestro siguiente objetivo fue evaluar si realmente el etanol era capaz 
de generar la formación del complejo NLRP3, ya que el aumento de NLRP3 
por el etanol es un dato insuficiente para indicar que el etanol activa los 
procesos inflamatorios vía este inflamasoma. 
 
Como hemos visto en la introducción, la formación del complejo 
multiprotéico requiere la participación de la proteína de anclaje ASC 
(apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD), esta proteína 
permite la oligomerización formando un puente de unión entre el NLRP3 y la 
proteína inmadura pro-caspasa1. Esta unión induce la rotura y la generación 
de la forma activa de la caspasa 1 (CA-1-p10) que será la parte funcional del 
Inflamasoma encargándose de la rotura y liberación de las citoquinas pro 
inflamatorias IL-1β y IL-18 (Fernandes-Alnemri, Wu et al. 2007). 
 
Para comprobar si el etanol era capaz de inducir la formación del 
complejo multiprotéico del inflamasoma NLRP3, procedimos a estimular los 
cultivos primarios de astrocitos usando, como en el experimento anterior, 
controles positivos de la oligomerización del inflamasoma, como el LPS, el ATP 
y el etanol (10mM y 50mM). La figura 36A muestra los resultados del análisis 
de western blot. Estos resultados muestran como el LPS, el ATP o el etanol 
son capaces de generar un aumento significativo en los niveles de proteína del 
inflamasoma NLRP3. En esta figura también se muestra que la estimulación 
con LPS genera un incremento en los niveles de la proteína NLRP3 mayores 
que cuando los astrocitos se estimulan con ATP o etanol. Es interesante 
resaltar el hecho de que tanto la estimulación con etanol 10mM o 50mM induce 
incrementos similares en los niveles de NLRP3. 
 
Otro resultado que se deriva en la figura 36A, es la activación de la 





En este caso se observa que los tres compuestos generan un 
aumento de la cantidad total de proteína inmadura CA-1 p45kD, (dato que ya 
se había detectado en los estudios de expresión génica). Para finalizar con 
este apartado, indicar que el dato más relevante es la mayor liberación del 
péptido activo de la CA-1, la fracción p10kD, que es el encargado del 
procesamiento de las interleuquinas pro-IL1β y pro-IL18. 
 
Indicar que los efectos derivados de los procesos de la activación del 
Inflamasoma NLRP3, no se observan en aquellos cultivos de astrocitos 
procedentes de ratones TLR4 (-/-), resultados que vuelve a demostrar que la 
presencia de este receptor parece importante en la mediación de los procesos 
del etanol en la respuesta inmune. 
 
Nuestro siguiente objetivo fue determinar si, en el cultivo primario de 
astrocitos, se generaban los citados dímeros proteicos pertenecientes a la 
proteína de anclaje ASC (Apoptosis-associated speck-like protein containing a 
CARD domain) tal y como se ha descrito por otros investigadores (Okun, 
Griffioen et al. 2011). Esta formación de dímeros, o incluso trímeros, es una 
característica esencial para la formación del complejo activo del inflamasoma 
NLRP3. Con el fin de observar estas formaciones proteicas utilizamos técnicas 
de cross-linking sobre cultivos primarios de astrocitos estimulados con LPS, 
ATP o etanol (10 y 50mM). Los resultados que se obtuvieron mostraban la 
formación de dímeros, e incluso trímeros de ASC, en todas las condiciones 
analizadas (Figura 36B). 
 
Continuando con el estudio de la formación de las uniones proteicas 
necesarias para obtener un complejo activo, el siguiente paso era comprobar 
la generación de la estructura multiprotéica que genera ASC y que promueve 
la unión de NLRP3 y CA-1 a estos dímeros (Fernandes-Alnemri, Wu et al. 
2007). Con el fin de analizar si NLRP3 y CA-1 estaban formando el complejo 
activo, realizamos un experimento de co-inmunoprecipitación, precipitando la 
proteína NLRP3 del lisado celular de cultivos de astrocitos y revelando el 






FIGURA 36: EL TRATAMIENTO AGUDO DURANTE 24 HORAS CON ETANOL A 10 Y 50MM ACTIVA 
LA FORMACIÓN DEL COMPLEJO NLRP3 INFLAMASOMA VÍA ASC INDUCIENDO EL 
PROCESAMIENTO DE LAS CITOQUINAS IL-1Β Y LA IL18. 
Detección por western blot de las proteínas inflamasoma NLRP3, CA-1 y la parte activa de la Caspasa 
1 (p-10) bajo estimulación con ATP, LPS o EtOH 10 y 50mM en cultivos primarios de astrocitos TLR4 
(+/+) y TLR4 (-/-), el GAPDH se utiliza como proteína de normalización (A). Resultados de la 
Oligomerización y la cuantificación densitométrica de la formación del complejo NLRP3-ASC por la 






















sobrenadante de los cultivos primarios de astrocitos TLR4 (+/+) (B). Resultados de la co-
inmunoprecipitación de NLRP3 y CA-1 en lisados de cultivos primarios de astrocitos donde se aprecia 
la aparición de la fracción inmadura p45 y la madura p10 y p20, tras tratamiento con ATP, LPS o 
EtOH 10 y 50mM en cultivos primarios de astrocitos TLR4 (+/+) (C) Resultados de cantidad total de 
citoquinas IL-1β e IL-18 con la técnica ELISA en lisados de astrocitos tratados con ATP, LPS o EtOH 
10 y 50mM. No se apreciaron diferencias significativas en los ratones TLR4 (-/-) al ser estimulados 
(D). Los valores representan la media ± SEM de 6-9 experimentos independientes. #p < 0.06, *p < 
0.05, **p < 0.01,***p < 0.001(Se utilizaron el test no paramétrico de Mann–Whitney U o el test de 
Student). 
 
La figura 36C muestra como el tratamiento con LPS, ATP, etanol 10 y 
50mM genera intensidad de señal tanto para la Pro-CA-1 de (p45kDa) como 
las fracciones activa de p20kDa y p10kDa. Observamos que, aunque la mayor 
intensidad de señal de la CA-1 activa (10kDa) se detecta con el tratamiento de 
LPS o ATP, el etanol (10 y 50mM) también genera, sutilmente, la aparición del 
péptido 10kDa, sugiriendo su activación asociada al inflamasoma NLRP3. 
 
El siguiente paso fue analizar la funcionabilidad del complejo y evaluar 
la liberación de las citoquinas generadas por el inflamasoma (IL-1β e IL-18). 
Estas dos citoquinas se midieron en el medio de astrocitos utilizando técnicas 
de ELISA. Como se observa en la figura 36D, los resultados obtenidos de la 
formación del complejo del inflamasoma, tanto el LPS, como el ATP, como el 
etanol causaron un aumento en la liberación de las citoquinas IL-1β y IL-18 en 
cultivos de ratones TLR4 (+/+). 
 
Esta figura muestra que la cantidad de IL-1β procesada es similar en 
todos los casos e independiente del agente que estimule al inflamasoma. Sin 
embargo, los niveles de IL-18 presentan un mayor aumento al tratar los 
astrocitos con LPS. Otro dato que se desprende de esta figura es que la 
ausencia del receptor TLR4 actúa como un atenuante de la respuesta inmune 
ya que no se observan diferencias significativas de los niveles de interleuquina 





5.5.3. El tratamiento con etanol incrementa los niveles de ROSm 
y la formación del complejo NLRP3 dependiente de la 
mitocondria en astrocitos en cultivo 
 
Con la evidencia de que el etanol, generaba una respuesta 
inflamatoria en los cultivos de astrocitos, y que este estimulo propiciaba la 
formación del complejo inflamasoma activo, la siguiente cuestión que 
decidimos abordar era el mecanismo por el cual el etanol inducia una respuesta 
inmune por activación del inflamasoma NLRP3. Las diferentes hipótesis que 
se han postulado de los mecanismos involucrados en la activación del 
inflamasoma se han descrito en el apartado 2.5.2 de la introducción. 
 
Una de dichas hipótesis, basadas en los trabajos de (Zhou, Yazdi et 
al. 2011), indica que las especies reactivas de oxígeno, derivadas de 
alteraciones en la cadena de transporte de las mitocondrias, desencadena la 
activación del inflamasoma NLRP3. Por tanto, encaminamos nuestros 
siguientes estudios a comprobar si el etanol genera un aumento de las 
especies ROS mitocondriales en astrocitos, promoviendo la activación del 
inflamasoma. 
 
Para abordar este estudio decidimos analizar los niveles de ROS 
mitocondrial utilizando un kit comercial MitoSox RedTM. Este compuesto tiene 
la capacidad de detectar la reducción de superóxido derivado de la actividad 
mitocondrial, y posteriormente se libera ROSm en el citoplasma. Con el fin de 
asegurarnos que los valores de ROS detectados era causados por el efecto de 
la activación del inflamasoma, decidimos utilizar diferentes inhibidores: Mito-
TEMPO que secuestrar el ROSm, el Z-YVAD-FMK que inhibe específicamente 
la caspa1, y el Z-VAD-FMK que es un inhibidor de caspasas y proteasas. 
Finalmente, también se introdujo la inhibición directa del NLRP3 mediante el 
NLRP3-bp (péptido bloqueante específico de NLRP3). 
 
Los resultados que se obtuvieron muestran que los diferentes 
estimuladores del inflamasoma NLRP3, alteran los niveles de ROS en los 




con los cultivos sin tratamiento. También se observa que la mayor activación 
de las especies superóxido, se debe al tratamiento con etanol 10mM (Figura 
37). 
FIGURA 37: LOS NIVELES DE ROS MITOCONDRIAL AUMENTAN POR EFECTO DEL TRATAMIENTO 
AGUDO DE ETANOL EN CULTIVOS DE ASTROCITOS TLR4 (+/+). 
Los resultados de Citometría de flujo utilizando el kit MitoSox muestra un aumento del ROS 
mitocondrial al estimular con ATP, LPS o EtOH 10 y 50mM cultivos primarios de astrocitos TLR4 (+/+), 
este aumento se ve reducido al utilizar diferentes bloqueantes del complejo inflamasoma como el 
YVAD-FMK o el Z-VAD-FMK para la CA-1, el péptido bloqueante del NLRP3 o el Mito Tempo para 
secuestrar el ROSm durante la estimulación. (A). No se vieron diferencias significativas al analizar 
por Citometría de flujo cultivos de astrocitos TLR4 (-/-) con o sin estimuladores o bloqueantes (B). Los 
valores representan la media ± SEM de 4-12 experimentos independientes, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p 





La grafica de la figura 37B muestra como los diferentes inhibidores, 
ya sea debido a un bloqueo de la formación del complejo (NLRP3-bp), como la 
inhibición específica de la caspasa 1, producen una menor liberación de 
ROSm. Merece destacar que en todas las condiciones analizadas el efecto del 
Z-VAD es mayor que la del Y-Z-VAD. Este efecto puede ser debido a que no 
toda la actividad inflamatoria procede de la activación del complejo 
NLRP3/caspasa1, ya que al utilizar un inhibidor general de todas las caspasas, 
como él (Z-VAD), el efecto sobre la disminución de los niveles de ROS es 
mayor. 
 
La segunda parte de la figura 37 indica como, el mismo estudio 
realizado a partir de cultivos primarios de astrocitos de ratones TLR4 (-/-) no 
presenta variaciones significativas en ninguna de las condiciones analizadas, 
indicando que los ROSm que se generan, por efecto del etanol, son 
dependientes del receptor TLR4 (Figura 37B). 
 
En resumen, los datos de este apartado nos proporcionan evidencias 
de como la estimulación por etanol desencadena un aumento de ROSm y que 
este estimulo podría participar en la activación del Inflamasoma. Una pregunta 
que se plantea ante estos resultados es, si el etanol activa directamente al 
inflamasoma o, al alterar mitocondria se incrementan los niveles ROS, lo que 
a su vez iniciaría las cascadas de activación del inflamasoma NLRP3. 
 
Para contestar esta última pregunta analizamos la liberación de las 
citoquinas IL-1β y la IL-18 en las condiciones de estimulación y en presencia o 
ausencia de los diferentes inhibidores anteriormente mencionados. Los 
resultados de la Figura 38 indican que los niveles de IL-18, en presencia de los 
distintos inhibidores del inflamasoma, tanto el bloqueo del NLRP3 como de la 
caspasas1, mostraban una menor liberación de dicha citoquina. Sin embargo, 
cabe destacar que el efecto en la disminución de la IL-18 es mayor al tratar las 
células con el Mito TEMPO (secuestrador de ROSm). Estos resultados 
sugirieren que no solo el NLRP3 se activa por la presencia de EtOH, LPS o 





Respecto a los valores de IL-1β (Figura 38B), los efectos de los 
inhibidores no son tan claros como los obtenidos para la IL-18, ya que la 
presencia de los diferentes inhibidores no se manifiesta con importantes 
reducciones en los niveles de la IL-1β, tal y como observamos con la IL-18.  
FIGURA 38: EL TRATAMIENTO AGUDO CON ETANOL AFECTA A LOS NIVELES DE ROSM EL CUAL 
FAVORECE E INCREMENTA LOS NIVELES DE IL-1Β Y IL-18 EN CULTIVOS DE ASTROCITOS TLR4 
(+/+). 
El análisis de ELISA que detecta específicamente a las citoquinas IL-1β (A) e IL-18 (B) indica que el 
tratamiento de cultivos primario de astrocitos con LPS, ATP o EtOH 10 y 50mM incrementa los niveles 
de estas citoquinas en extractos de cultivo celular. Este incremento se ve reducido por la utilización 
de bloqueantes como el Y-VAD-FMK o el Z-VAD-FMK para la CA-1, el péptido bloqueante del NLRP3 
o el Mito Tempo para secuestrar el ROSm durante la estimulación. (A y B). No se vieron diferencias 
significativas al analizar por citometría de flujo cultivos de astrocitos TLR4 (-/-) con o sin estimuladores 
o bloqueantes. Los valores representan la media ± SEM de 4-12 experimentos independientes. #p < 
0.06, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001(Se utilizaron el test no paramétrico de Mann–Whitney U o el 
test de Student). 
 
De hecho, los bloqueantes de las caspasa (Z-YVAD y YVAD), no 
ocasionan disminuciones significativas en la IL-1β. Este último efecto es 




independiente de caspasa. Por lo que respecta al Mito TEMPO, vemos como 
este inhibidor no altera los niveles de esta citoquina. Sin embargo, la inhibición 
del inflamasoma NLRP3, mediante un péptido bloqueante, si disminuyen los 
niveles de IL-1β. Así mismo, y de acuerdo con los resultados descritos 
anteriormente, la ausencia del TLR4, elimina cambios en los niveles de 
citoquinas en presencia o ausencia de inhibidores en astrocitos (Figura 38A, 
B).  
 
Para finalizar el estudio quisimos analizar si los diferentes 
estimuladores del Inflamasoma (LPS, ATP o el etanol), al generar el ROSm, 
reclutaban al Inflamasoma hacia las proximidades de la mitocondria. De hecho, 
los trabajos de Scott y colaboradores, demuestran que al activar el 
Inflamasoma se produce una relocalización desde el retículo endoplásmico 
(RE), donde se localiza el NLRP3 en ausencia de activación, hacia la 
mitocondria (Scott 2010). Con el fin de valuar esta cuestión, realizamos una 
triple inmunocolocalización en la que marcamos con Inmunofluorescencia el 
Inflamasoma NLRP3 y la caspasa 1, y a la vez que detectamos la mitocondria 
con el fluoróforo específico para este orgánulo; el MitoTracker. 
 
Como muestra la figura 39A, en condiciones basales, la caspasa tiene 
una baja expresión en los astrocitos y la proteína NLRP3 se distribuye 
uniformemente por el citoplasma de la célula. Sin embargo cuando 
estimulamos con LPS, ATP y EtOH10mM, se observa un incremento 
considerable de la co-localización de NLRP3/CA-1 con la mitocondria, como 
se puede observar por el Merge que se presenta con un color amarillo. En la 
segunda parte de esta figura 39A, se observa como los cultivos de astrocitos 
procedentes de ratones TLR4 (-/-), no generan un aumento de señal de 
NLRP3/CA-1 en la mitocondria, ya que  sólo se observa una expresión basal 
de NLRP3 en el citoplasma en presencia y/o ausencia de estimulación. 
Debemos destacar que la estimulación con EtOH (10mM) o con el ATP, 







FIGURA 39: CULTIVOS DE ASTROCITOS DE RATÓN TLR4 (+/+) REORGANIZAN EL COMPLEJO 
NLRP3-CA-1 EN LAS PROXIMIDADES DE LA MITOCONDRIA POR EFECTO DEL ETANOL 10MM: 
Las imágenes de confocal nos muestran que tras la estimulación de los astrocitos con LPS, ATP o 
EtOH10mM las proteínas marcadas NLRP3 (Azul), CA-1 (Verde) y la mitocondria (rojo), comparten 
un mismo espacio indicando la formación del complejo NLRP3-CA-1 en la mitocondria. Este efecto 
no se ve la misma actividad con los astrocitos TL4 (-/-) (A). Imágenes de confocal con las mismas 
condiciones pero con el uso del inhibidor de la CA-1 el Y-VAD-FMK (B) o el secuestrador de ROSm 
el Mito Tempo (C). Las imágenes proceden de las más representativas de tres experimentos 




Las imágenes de la figura 39 B y C muestran astrocitos estimulados 
en presencia de inhibidores, tanto de la caspasa1 con el Y-VAD, como de Mito 
TEMPO. En estas figuras se aprecia una falta generalizada de co-localización 
del NLRP3 y la caspasa1 en la mitocondria. Estos resultados indican que el 
complejo Inflamasoma permanece inactivo en estas condiciones, resultados 
que poyarian los hallazgos mediante western blot que se muestran en la figura 
36A. 
 
En estas figuras también se aprecia un aumento relativo del 
Inflamasoma NLRP3 en los cultivos de astrocitos TLR4 (+/+), ya que los niveles 
de la señal azul, perteneciente al NLRP3, son más intensos en los cultivos de 
astrocitos TLR4 (+/+) estimulados con ATP, LPS y etanol. 
 
En resumen, los resultados observados en los apartado 5.5 sugieren 
que la señal de la activación del inflamasoma, que induce la expresión de IL-
1β, está mediada por el receptor TLR4 y la generación de ROS mitocondrial en 
cultivos primarios de astrocitos.  
 
5.6. La activación del inflamasoma NLRP3, por etanol, induce 
la piroptosis y apoptosis en cultivos primarios de astrocitos 
 
Una de las particularidades que se observan al activarse la ruta de la 
caspasa 1 es la generación de un tipo de muerte celular denominada piroptosis, 
Esta muerte celular inflamatoria se caracteriza por la rotura de la membrana 
celular y la liberación de citoquinas pro inflamatorias IL-1β y IL-18 al medio 
(Zhou, Ye et al. 2009). Puesto que nuestros estudios demostraban que el 
etanol estaba induciendo la activación del inflamasoma y, como consecuencia, 
un aumento de la liberación de las citoquinas IL-1β y IL-18, quisimos evaluar si 






FIGURA 40: LA ACTIVACIÓN DEL INFLAMASOMA NLRP3 POR ACCIÓN DEL ETANOL ACTIVA 
PROCESOS DE APOPTOSIS Y PIROPTOSIS EN CULTIVOS DE ASTROCITOS TLR4 (+/+). 
Las barras muestran los porcentajes de muerte celular por apoptosis, necrosis o piroptosis en cultivos 
primarios de astrocitos TLR4 (+/+) con y sin tratamiento de etanol (10 y 50mM), ATP o LPS durante 
24 horas(A). Los mismos tratamientos pero en cultivos de astrocitos procedentes de corteza cerebral 
de ratones TLR4 (-/-) (B). Se evaluaron aproximadamente entre 1000-5000 células con la técnica del 
“In Cell Analyzer” *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001(Se utilizaron el test no paramétrico de Mann–
Whitney U o el test de Student). 
 
Para abordar este objetivo, diseñamos una estrategia que, mediante 
Citometría de flujo, pudiéramos valorar el número total de células que estaban 
muriendo en nuestro modelo experimental. Para ello, marcamos con Ioduro de 
Propídeo (IP) los astrocitos, que nos daba información de las células totales 
muertas. A su vez, y con el fin de observar aquellas células que mueren por 
piroptosis, las células se marcaron con el fluoróforo 660-YVAD-FMK y 




































Los datos que obtuvimos se muestran en la figura 40. En esta 
podemos observar los resultados en cultivos de astrocitos de ratones TLR4 
(+/+) (Figura 40A) y TLR4 (-/-) (Figura 40B) tratados con los diferentes 
estimuladores. Vemos como la activación de los procesos inflamatorios genera 
un aumento generalizado del número de muerte celular, de las cuales la 
necrosis celular es la que mayor número presentaba, seguida de la pyroptosis, 
que se ocasiona por un aumento de  la actividad de la CA-1. La muerte celular 
causada por la estimulación de ATP, EtOH, y LPS no se aprecia en los cultivos 
de ratones TLR4 (-/-) en los que la necrosis es el factor mayoritario de muerte 
celular. 
 
Otro resultado que se observa en la figura 40 es la aparición de 
apoptosis, que se caracteriza por aquellas células negativas para el IP pero 
con un marcaje elevado de Hoechst 33342. Esto es indicativo de una 
condensación del ADN, característico de los procesos de apoptosis celular. 
Con el fin de asegurarnos de que lo que estábamos viendo eran células 
piroptóticas por influencia del EtOH, en la siguiente figura exponemos los 
resultados que se obtuvieron con una segunda técnica que permite la 
cuantificación de piroptosis por detección de la liberación de LDH al medio. 
Para esto empleamos los inhibidores de caspasa 1 y del ROSm, en células 
activadas con LPS, ATP o etanol 10 y 50mM. 
 
La gráfica 41A muestra un aumento significativo de la liberación de 
LDH, causada principalmente por los tratamientos, y como esta liberación 
disminuye al inhibir la CA-1 con el Z-YVAD o los ROSm con el Mito Tempo. La 
gráfica 41B vuelve a demostrar que dicha liberación de LDH es dependiente 
del receptor TLR4, ya que la carencia de este receptor en los astrocitos 
conduce a unos  niveles de LDH bajos y, por consiguiente, de piroptosis. 
Resaltar los elevados niveles de LDH que se observan con el tratamiento con 







FIGURA 41: EL ETOH 10 Y 50MM INCREMENTA LOS NIVELES DE ACTIVIDAD LDH EN CULTIVOS 
DE ASTROCITOS TLR4 (+/+). 
Determinación de la actividad LDH en el sobrenadante de los cultivos de astrocitos TLR4 (+/+) (A) y 
TLR4 (-/-) (B) con diferentes tratamientos de activación del Inflamasoma NLRP3. Las barras 
representan la media del porcentaje de LDH liberado ± SEM) de un total de 6-10 experimentos 
individuale.*p < 0.05, **p < 0.01 (Test no paramétrico de Mann–Whitney U).  
 
Para finalizar con este apartado, y puesto que los resultados sugerían 
que no solo se producía piroptosis, sino que también había muerte por 
apoptosis, el último estudio que abordamos en astrocitos fue evaluar la posible 
apoptosis que podían causar los diferentes tratamientos. Para ello analizamos, 
mediante western-blot, diferentes proteínas relacionadas con la formación del 





FIGURA 42: EL ETANOL INDUCE LA APOPTOSIS CELULAR EN ASTROCITOS TLR4 (+/+). 
Resultados de western blot sobre las proteínas del apoptosoma Apaf1, y las formas activas de las 
caspasa 3 (p37kDa) y 9 (p-(17kDa) en astrocitos tratados con ATP (5mM) y EtOH (10 y 50mM), las 
barras representan la media ± SEM de 6-10 experimentos individuales.*p < 0.05, **p < 0.01 (Test no 
paramétrico de Mann–Whitney U (A). Medida de la técnica TUNEL sobre astrocitos TLR4 (+/+) y TLR4 
(-/-) control (A y E); tratados con ATP (5mM) (B y F) y EtOH 10nM (C y G) y 50mM (D y H) durante 
24Horas. La barra de escala representa 20μm. Los diferentes procesos apoptóticos se muestras 
mediante flechas y los asteriscos indican aquellas células positivas para la detección de la 
condensación nuclear que se relaciona con los procesos apoptóticos. Las barras representan la 
media ± SEM de 3-5 experimentos individuales.*p < 0.05, **p < 0.01 (Test ANOVA de dos vías con la 





La Figura 42A nos muestra como la proteína Apaf y las regiones 
activas de las caspasa 2 y 9 (p37 y p17KDa) respectivamente, presentan 
modificaciones en sus niveles proteicos al tratar las células con ATP, ETOH10 
y EtOH 50mM. Cabe reseñar que el aumento de APAF-1 con el tratamiento 
con EtOH. En este caso se vuelve a repetir la tendencia, de que la falta del 
receptor TLR4 (-/-) atenua los efectos sobre la muerte por apoptosis. 
 
 Con el objeto de comprobar estos resultados, realizamos un estudio 
TUNEL que confirmaba la presencia de apoptosis con los tres activadores del 
inflamasoma NLRP3 y de la apoptosis mediada por la mitocondria. En la Figura 
42B se observa, mediante asteriscos, un aumento en la condensación del DNA 
nuclear formado por agregados de ADN, característicos de células con entrada 
en apoptosis celular. Vemos que estos procesos están mediados por el 
receptor TLR4 ya que no se observa un aumento significativo de apoptosis en 
astrocitos de ratones TLR4-KO (Figura 42B) tras los diferentes tratamientos. 
 
5.7. El tratamiento crónico de etanol induce la activación de la 
microglía en el sistema nervioso central 
 
Cambiando de tipo celular y partiendo de los resultados del apartado 
5.4, en los que tanto los astrocitos como la microglía se activaban con el 
tratamiento crónico de etanol, quisimos evaluar los mecanismos moleculares 
de la activación de la microglía por el etanol utilizando cultivos primarios de 
este tipo celular. Como ya se ha descrito en la introducción, la microglía tiene 
una gran relevancia en la neuroinflamación ya que estas células se consideran 
los macrófagos en cerebro, capaces de detectar y responder frente a 
patógenos y estímulos externos desencadenado el proceso inflamatorio 
(Ginhoux, Greter et al. 2010). Una de las características de estas células es 
cambiar de morfología cuando se activan, pasando desde una morfología 
ramificada a otra activada en donde se retraen los procesos o ramificaciones y 
se transforman en células fusiformes o ameboideas, como los macrófagos.  
 
Nuestro primer estudio, para determinar cómo actúa el etanol a nivel 




Para ello, realizamos tinciones sobre la zona motora del córtex cerebral. La 
figura 43F nos detalla la zona en la que se realizó el estudio. Nuestro objetivo 
era detectar si el etanol, alteraba la morfología de la microglía. Para ello, 
utilizamos anti-Iba-1, un marcador específico de la microglía, y realizamos 
inmunohistoquímicas sobre cerebros de ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-) con y 
sin tratamiento crónico de etanol. 
 
La figura 43A nos muestra una célula de microglía inactiva, en 
ausencia de estímulos, y una célula activada con etanol (Figura 43B). En este 
ultimo caso, se puede observar la forma ameboidea (Morrison and Filosa 
2013), rasgo clásico de la microglía activada. Las figuras 43 C y D presentan 
estas tinciones realizadas en cerebros de ratones KO para el receptor TLR4, 
en donde se observa que la presencia de etanol no activa las células 
microgliales, sugiriendo la importancia del receptor TLR4 en la activación de 
este tipo celular. 
FIGURA 43: LA INMUNIOHISTOQUIMICA CON LA PROTEÍNA ESPECÍFICA IBA1 REVELA UN 
AUMENTO DE LA MICROGLÍA REACTIVA Y LA APARICIÓN DE MORFOLOGÍA AMEBOIDEA EN LA 
MICROGLÍA DEL CÓRTEX CEREBRAL DE RATONES TLR4 (+/+) CON TRATAMIENTO CRÓNICO DE 
ETANOL DURANTE 5 MESES 
Imágenes tomadas en la zona del córtex motor de ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-) (F), se muestra 
como se modula la morfología de la microglía pasando de un estado arbóreo de reposo, en ratones 
TLR4 (+/+) (A) a una condensación del citoplasma por efecto del etanol (B). Estos efectos no se ven 
en los ratones TLR4 (-/-) en los que la morfología de la microglía en ausencia de etanol (C) no muestra 
un cambio significativo en ratones tratados durante 5 meses con EtOH. La barra de escala que se ve 
en la figura D representa un tamaño de 10µm (D). Inmunohistoquímicas de los controles negativos 
de la proteínas Iba-1 (E). Cuantificación de las intersecciones y prolongaciones del análisis de 4 
ratones por condición (G). La estadística se realizó mediante una ANOVA de una vía seguido de un 




Siguiendo con la información que nos proporciona la Figura 43, en la 
gráfica 43G se muestra la cuantificación del número de intersecciones 
(prolongaciones celulares) de la microglía, mostrando que los ratones TRL4 
(+/+), sometidos a un tratamiento crónico de etanol, presentan un número 
menor de estar prolongaciones (forma ameboide). 
 
5.7.1. Activación del complejo NLRP3 inflamasoma, en cultivos 
primarios de microglía del córtex cerebral de ratones TLR4 (+/+), 
con consumo crónico de etanol 
 
Como hemos visto en el primer capítulo de resultados, el tratamiento 
crónico con etanol activa la proteína efectora del complejo Inflamasoma NLRP3 
y la CA-1, en corteza cerebral de ratones TLR4 (+/+) (Figura 31).  
 
 Como consideración previa a los estudios con cultivos primarios de 
microglía, una de las cuestiones que se nos plantearon, antes de empezar a 
evaluar los efectos del etanol en estas células, era la pureza de los cultivos de 
microglía y la ausencia de otras células gliales como astrocitos. Para ello 
utilizamos marcadores específicos de la astroglía (GFAP) y de microglía (Iba 
1) y mediante técnicas de Inmunofluorescencia analizamos el % de células que 
expresaban la GFAP o el Iba1 (Figura 44). Nuestros resultados previos en el 
laboratorio nos indicaban que el 97.43 ± 0.52 % de células eran positivas para 
el Iba1 mientras que un 3.5 ± 0.52 % de células eran positivas para GFAP. 
 
 Sin embargo, quisimos repetir este experimento para corroborar la 
ausencia de una posible contaminación de otros tipos celulares en nuestras 
condiciones experimentales. En la figura 44 se muestran unas imágenes de 
microscopía confocal representativas de los resultados que se obtuvieron. Los 
resultados coincidían con los hallazgos anteriores del laboratorio y 
demostraban que aproximadamente 97-98 % de las células se marcaban con 
Iba 1, mientras solo un pequeño porcentaje 2-3% eran astrocitos o células 





Una vez comprobado la pureza de los cultivos de microglía y con el 
objeto de evaluar los mecanismos por los que el etanol activaba estas células, 
realizamos cultivos primarios de microglía a partir de corteza de ratones TLR4 
(+/+) y TLR4 (-/-). Los cultivos de microglia se estimularon con LPS, o ATP o 
etanol (10 y 50 mM) y se evaluó la activación de la Caspasa1, IL-18, IL-1β y el 




FIGURA 44: LOS CULTIVOS EN LOS QUE REALIZARON LOS EXPERIMENTOS DE ACTIVACIÓN 
DEL NLRP3 EN MICROGLÍA ESTÁN LIBRES DE ASTROCITOS EN UN 97%. 
Imágenes de confocal con marcaje de Inmunofluorescencia de los astrocitos con para GFAP (rojo) y 
Iba1 para la microglía (Verde), la barra representa un tamaño de 50µm (A y B). Imagen zoom de la 
microglía en reposo en cultivos primarios sin estimulación de los procesos inflamatorios (C y D), la 
barra representa un tamaño de 50µm. Las imágenes son las más representativas de 3 experimentos 
independientes con resultados similares. 
 
La figura 45A, muestra que los niveles de NLRP3 experimentan un 
importante incremento al tratar las células con LPS. Sin embargo, el aumento 
que se aprecia con el ATP es menor y similar al que se observa cuando las 
células se exponen al etanol (10 y 50mM). Igualmente, los resultados 




receptores TLR4, ya que cultivos primarios de microglía obtenidos de corteza 
cerebral de ratones TLR4 (-/-) no muestran activaciones significativas cuando 
las células se estimulan con lo diferentes activadores del inflamasoma. 
 
FIGURA 45: LOS CULTIVOS PRIMARIOS DE MICROGLÍA ACTIVAN EL COMPLEJO NLRP3 
INFLAMASOMA CUANDO SE EXPONEN A LA ACCIÓN DEL ETANOS 10 Y 50MM 
Resultados de western blot y cuantificación densitométrica en los se observa la señal de las proteínas 
NLRP3 y la parte activa de la CA-1 (p10kDa) en cultivos primarios de microglía de ratones TLR4 (+/+) 
y TLR4 (-/-) activados con ATP, LPS o EtOH10 y 50mM(A). Determinación de la oligomerización del 
ASC por efecto del etanol, en cultivos de microglía Se observa la presencia de dímeros y trímeros por 
acción del LPS, ATP o EtOH, con un aumento significativo del número de dímeros observados (B). 
Resultados de citometría en los que se indica los valores relativos de absorbancia de ROSm, derivada 
del marcador MitoSox, en cultivos primarios de microglía de ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-) activados 
con ATP, LPS o EtOH10 y 50mM (C). Las barras de error se determinaron con [media ± SEM]. *p < 





Referente a la CA-1, observamos que los niveles de la pro-caspasa 1 
se incrementan en todas las condiciones experimentales, siendo estas más 
significativas con ATP y el ETOH 10mM. Respecto al componente activo de la 
caspasa 1, o fracción p10, que se libera cuando el inflamasoma NLRP3 está 
activo, vemos como todos los estimuladores desencadenan activación 
inflamatoria. Tal y como ocurre con el NLRP3, observamos una ausencia de 
activación de la caspasa 1, cuando se utilizan cultivos de microglía de ratones 
TLR4 (-/-) tras exponerlos a los activadores del inflamasoma LPS, ATP o etanol 
(Figura 45A) 
 
Las gráficas de la figura 45A muestra la cuantificación por 
densitometría de los diferentes western blot obtenidos en los experimentos, de 
esta cuantificación cabe resaltar que el control positivo de la activación del 
NLRP3 por ATP, activa la respuesta inflamatoria en microglía tanto en ratones 
TRL4 (+/+) como en los TRL4 (-/-) indicando que en este tipo celular, el 
mecanismo de acción del ATP, no sólo estaría determinado por el receptor 
TLR4. 
 
 Siguiendo con la figura 45, está nos muestra la presencia de dímeros 
de ASC, este análisis ya se realizó con los cultivos de astrocitos y nos sirve 
para asegurar que se está generando la unión completa del inflamasoma 
NLRP3 (Figura 45B); volvemos a observar como el etanol (10 y 50mM) 
incrementa el número de dímeros de la proteína de anclaje ASC a niveles 
similares a los de los controles positivos de activación del NLRP3. 
 
Finalmente, para comprobar que en este tipo celular la activación del 
NLRP3 por el etanol también estaba relacionada con un aumento de ROS 
mitocondrial (ROSm), realizamos un análisis de los niveles de ROS mediante 
el fluoróforo MitoSox en cultivos primario de microglía. Este fluoróforo mide 
específicamente los ROS que genera la mitocondria en células vivas. Los 
resultados se muestran en la figura 45C, en ella se observa un aumento 
significativo de los niveles de fluorescencia del MitoSox, indicando que el etanol 




A raíz de este último resultado, quisimos evaluar más detenidamente 
el mecanismo por el que el etanol afectaba a la mitocondria y como está estaba 
relacionada con el inflamasoma NLRP3. Para este objetivo realizamos un 
estudio de doble co-localización mediante Inmunofluorescencia, marcando la 
mitocondria con el MitoTracker, que se une específicamente a este orgánulo 
celular, y un anticuerpo de ratón que reconocía a la proteína NLRP3 en cultivos 
primarios de microglía a partir de corteza de ratones TLR4 (+/+) bajo un 
tratamiento agudo de etanol 10mM durante 24horas.  
FIGURA 46: LOS CULTIVOS PRIMARIOS DE MICROGLÍA RELOCALIZAN EL COMPLEJO NLRP3 
INFLAMASOMA EN LAS PROXIMIDADES DE LA MITOCONDRIA POR ACCIÓN DEL ETANOS 10 Y 
50MM 
Resultados de Inmunofluorescencia con marcaje de la NLRP3 (verde) y mitocondria (rojo). Presencia 
NLRP3 en ausencia de estimulación en ratones TLR4 (+/+) (A). Recolocación y aumento de los 
niveles de NLRP3 en la mitocondria, se expone un zoom 40X de la imagen original realizado con el 
microscopio Leica en el que se aprecia como el NLRP3 envuelve a la mitocondria por acción del 
Etanol 10mM en ratones TLR4 (+/+) (B). Distribución del NLRP3 en cultivos primarios de ratones 
TLR4 (-/-) en ausencia de etanol 10mM (C). Señal de florescencia de NLRP3 en ratones TLR4 (-/-) 
estimulados durante 24horas con etanol 10mM (D). Las imágenes corresponden a tres experimentos 






Los resultados que se muestran en la figura 46 indican claramente 
como el NLRP3, al activarse por efecto del etanol, la inmunotinción se 
distribuye por la mitocondria envolviéndola e indicando la relación del 
inflamasoma y este orgánulo. Esta es la primera vez que se detecta la 
reorganización del inflamasoma NLRP3 en las inmediaciones de la mitocondria 
por efecto de etanol. Con esto, podemos indicar como el etanol no solamente 
activa el NLRP3 sino que este se redirige a la mitocondria en cultivos de 
microglía de ratones TLR4 (+/+). 
 
Una vez comprobado que el etanol produce la formación del complejo 
NLRP3, nuestro siguiente objetivo era confirmar que dicho inflamasoma era 
activo y que liberaba las interleuquinas IL-1β e IL-18. Por ello volvimos a medir 
los niveles de estas citoquinas con la técnica ELISA, los resultados se 
muestran en la figura 47. El estudio se realizó a partir de cultivos primarios de 
microglía estimulados con ATP, LPS y Et-OH 10 y 50mM durante 24 horas, 
posteriormente se recogieron las células y el medio celular para analizar los 
niveles de citoquinas.  
 
Los resultados nos muestran como las dos citoquinas experimentan 
un aumento significativo de sus niveles, en el medio celular de los cultivos 
primarios de microglía TRL4 (+/+) (Figura 47 A, C). Volvemos a observar como 
esos niveles apenas experimentan alteración en aquellos experimentos 
realizados en cultivos a partir de corteza de ratones TLR4 (-/-) con y sin 






FIGURA 47: EL TRATAMIENTO CRÓNICO DE ETANOL INCREMENTA LOS NIVELES DE IL1B E IL18 
AUMENTANDO A SU VEZ LA PIROPTOSIS EN CULTIVOS PRIMARIOS DE MICROGLÍA EN RATONES 
TLR4 (+/+). 
Los análisis con la metodología ELISA muestran un aumento de la IL1B tras el tratamiento con los 
activadores del NLRP3 como el ATP, LPS y EtOH 10 y 50mM durante 24horas (A), los niveles de 
estas citoquinas no se ven alterados en cultivos de ratones TLR4 (-/-) con y sin tratamiento (B). La 
citoquinas IL18 sufre un incremento significativo en cultivos de microglía de ratones TLR4 (+/+) con 
el estímulo del ATP, LPS y Et-OH 10 y 50mM (C), como en la IL-1β, los cultivos a partir de ratones 
TLR4 (-/-) no muestran diferencias significativas (D). Con la medida fluorimétrica del LDH en cultivos 
primarios de microglía se observa un aumento de liberación de esta molécula al tratar la microglía 
con el ATP, LPS y EtOH 10 y 50mM indicando un aumento de la piroptosis celular; en ratones TLR4-
KO solo se observa aumento con el Et-OH 50mM €. Los valores representados se obtuvieron a partir 
de 4-6 experimentos independientes y se indica la media ± SEM. *p\0.05; **p\0.01 (La estadística se 
realizó con el test no paramétrico de Mann–Whitney U o el test de la T de Student). 
 
Los resultados obtenidos indicaban que existía un aumento de la IL-18 e 
IL-1β en las diferentes condiciones, por lo que al igual que en los cultivos de 
astrocitos, quisimos analizar qué tipo de muerte celular estaba afectado a los 
cultivos primarios de microglía derivados del incremento en la liberación de 
esta citoquina. En la figura 47E se observa que los niveles de LDH se 
incrementan en todas las condiciones experimentales, sugiriendo la existencia 







Hay que destacar que en las cellulas activadas con EtOH 50mM, se 
observa un aumento de LDH, también en los cultivos carentes del receptor 
TLR4, sugiriendo que elevadas concentraciones de etanol puede haber, 
también, ciertos inducir de necrosis. 
 
5.7.2. El tratamiento crónico de alcohol incrementa la actividad 
inflamatoria del NLRP3 y los niveles de microglía reactiva e 
infiltración leucocitaria en el SNC 
 
 Una vez que habíamos observado que el etanol activaba el NLRP3 de 
la microglía, nuestro siguiente objetivo fue conocer las consecuencias que 
podía producir, dicha activación, en el cerebro. Algunos estudios han 
identificado que la microglía activada se localiza alrededor de células 
dendríticas en zonas afectadas por un traumatismo (Tran, Hoekstra et al. 1998; 
Marques, Cheeran et al. 2008). 
 
 Para comprobar el efecto que tenía el etanol, en nuestro modelo 
animal y la relación con el receptor TLR4, nos propusimos analizar el número 
de células de microglía activadas y el número de células presentadoras de 
antígenos. Para este objetivo cuantificamos la cantidad de células positivas 
para la proteína de membrana MCHII. Seleccionamos esta proteína ya que es 
un componente principal en las células dendríticas y fagocitos mono nucleares. 
 
 En la figura 48 se resumen los resultados obtenidos. En esta figura 
podemos observar como en los animales tratados crónicamente con etanol, se 
aprecia una disminución de las ramificaciones microgliales indicando una 
activación de este tipo celular. Además, observamos como en las imágenes 
procedentes de los animales control, el número de prolongaciones es mucho 
mayor. En las Inmunofluorescencia de los ratones TLR4 (-/-) tratados con 
etanol, también se observa una disminución en el número de ramificaciones, 





 La figura 48E muestra como el tratamiento con etanol aumenta el 
número de células positivas para Iba1 en corteza de ratones TLR4 (+/+) y TLR4 
(-/-), pero en el caso de los ratones con ausencia del receptor, los valores no 
son significativos. 
 
FIGURA 48: EL CONSUMO CRÓNICO DE ETANOL INDUCE LA APARICIÓN DE MICROGLÍA 
REACTIVA Y CÉLULAS DENDRÍTICAS EN EL CÓRTEX CEREBRAL DE RATONES TLR4 (+/+). 
Imágenes de fluorescencia en el que se indica la Co-localización de células IBA-1/ MHCII positivas 
del córtex motor de ratones TLR4 (+/+) sin (A) y con (B) tratamiento crónico de etanol. No se 
observaron diferencias significativas en el estudio de corteza de ratones TLR4 (-/-) sin (C) y con (D) 
tratamiento. Las flechas indican los procesos celulares de la microglía con mayor detalle. La barra de 
escala corresponde a un tamaño de 70 µm. Cuantificación relativa del número de células positivas 
para los anticuerpos Iba1 (E) y MCHII (F). Niveles de células positivas para Iba1 y MCHII 
conjuntamente (G), no se encontraron diferencias significativas en la corteza de ratones TLR4 (-/-) 
(E– G). Las barras son el resultado de la media ± SEM obtenida a partir de 4 experimentos 
independientes en los que se midieron de 100 a 500 células de la zona de la corteza cerebral. Las 
imágenes son representativas de esos 4 experimentos independientes, la estadística utilizada fue la 






En la figura 48 se muestra el efecto directo del etanol sobre el número 
de células MCHII positivas (Figura 48F) y el aumento, en el número de co-
localizaciones, de los dos anticuerpos (Iba1+/MCHII+) (Figura 48G). Estos 
resultados nos hacía intuir que se estaba produciendo un aumento de células 
dendríticas en la corteza de ratones TLR4 (+/+) tratados con etanol, aunque 
este efecto no se observaba en ratones TLR4 (-/-), sugiriendo que la respuesta 
del receptor TLR4 participa activamente en esta infiltración de células 
dendríticas.  
  
Continuando con el estudio sobre los niveles de infiltración 
leucocitaria, que se deriva del tratamiento crónico con etanol, el siguiente 
experimento que realizamos consistió en cuantificar la capacidad de generar 
infiltración leucocitaria asociada a la activación del NLRP3. Para este objetivo 
aislamos leucocitos a partir de corteza de cerebros de animalesTLR4 (+/+) y 
TLR4 (-/-) con y sin tratamiento crónico de 5 meses con etanol. 
 
Para observar las diferentes poblaciones de células leucocitarias que 
aparecían en nuestro homogenizado celular realizamos una tinción de 
proteínas de superficie y las analizamos mediante citometría de flujo. Los 
resultados obtenidos se presentan en la figura 49. Para entender mejor estas 
gráficas, indicar que se marcaron las proteínas de superficie con CD45 y 
CD11b para detectar los macrófagos, cuya expresión se caracteriza por un 
“CD45 high” y células CD11b positivas. La microglía se reconoce por tener un 
“CD45 low” y marcaje positivo para el CD11b (Jin, Ishii et al. 2012).  
 
Como se muestra en la figura 49, el tratamiento con etanol aumenta 
de forma significativa la población de células con expresión CD45high/ CD11b 
positivas (macrófagos) en ratones TLR4 (16,42 ± 1.10%), mientras que los 
animales sin el estímulo del etanol presentan unos valores de (9,41 ± 1,51%) 
(Figura 49A). Cuando analizamos los resultados de los animales TLR4-KO, no 
observamos diferencias al comparar los animales tratados con etanol y los no 







FIGURA 49: EL CONSUMO CRÓNICO DE ETANOL INCREMENTA LOS NIVELES DE INFILTRADOS EN 
CORTEZA CEREBRAL DE RATONES TLR4 (+/+). 
Resultados de Citometría de flujo con doble marcaje; resultados de células CD11b (13,57%) vs 
(42,65%) y CD45+CD11b (9,41%) vs (16,42%) sin y con tratamiento de etanol en ratones TLR4 (+/+) 
respectivamente. Resultados en ratones TLR4 (-/-) del CD11b (15,59%) vs (14,87%) y CD45+CD11b 
(9,10%) vs (11,03%) sin y con tratamiento de etanol (A). Cuantificación relativa del número de células 
analizada por co-localización citométrica de CD45/CD11b (B), Cuantificación del aumento de células 
de microglía en corteza cerebral derivado del tratamiento crónico con etanol representado por la 
detección del anticuerpo nIba1 por Inmunofluorescencia (C). Incremento del número de macrófagos 
identificados como (CD45high/CD11b+) en ratones TLR4 (+/+) y ratones TLR4 (-/-) con tratamiento 
crónico de etanol (D). No se encontraron diferencias en los ratones carentes del receptor TLR4. Los 
datos muestras la media ± SEM de 8 experimentos independientes analizados con el Test-T de 





A partir de las nubes de puntos de la citometría se derivan las 
siguientes graficas, en la figura 49B se observaba un incremento de la co-
localización del marcaje celular CD45/CD11b al comparar los ratones wild type 
con y sin EtOH. La otra población celular que se ve incrementada son los 
macrófagos, la figura 49E muestra como la población CD45high/ CD11b 
positivas sufre un aumento con el tratamiento en corteza de ratones TLR4 
(+/+).  
 
Siguiendo con el estudio de la infiltración leucocitaria, causada por un 
daño en la corteza debido al etanol, quisimos profundizar más en los resultados 
que nos habían aportado los datos de la Citometría. Por tanto, el siguiente 
experimento nos propusimos comprobar mediante co-localización por 
Inmunofluorescencia el citado aumento de células CD45/CD11b positivas.  
 
Las imágenes de la figura 50 muestran claramente como en los 
animales tratados con etanol, y con actividad del receptor TLR4, muestran un 
aumento de la señal derivada de la expresión conjunta de estas proteínas de 
membrana (Figura 50 A y B),  y observamos como esta señal de la co-
localización no se aprecia en los ratones TLR4-KO tratados con etanol. (Figura 
50 C y D).  
 
 
FIGURA 50: CO-LOCALIZACIÓN DE CÉLULAS CD11/CD45 EN CORTEZA CEREBRAL DE 
RATONES CON TRATAMIENTO CRÓNICO CON ETANOL 
Imágenes de confocal en las que se representa el marcaje de CD11b (verde), específico de la 
microglía y el marcador CD45 (rojo) indicando un aumento de la co-localización de estos marcadores 
en la corteza de ratones TLR4 (+/+) tratados durante cinco meses con etanol (A-B). Mismo marcaje 
pero en la corteza de ratones TLR4 (-/-) (C-D). Las flechas indican la presencia de microglía mientras 
que los asteriscos indican la presencia de co-localización CD45/CD11b. La barra de escala 
corresponde a un tamaño de 15 µm. Resultados derivados de 3 experimentos independientes. *p < 





Para comprobar con otra técnica los niveles de infiltración en animales 
TLR4 (+/+) tratados con etanol, analizamos mediante western blot, los lisados 
de corteza de ratones con y sin tratamiento crónico de etanol. En el 
experimento nos centramos en marcadores específicos de células del torrente 
sanguíneo. Observamos un aumento de células CD45 positivas pertenecientes 
a leucocitos, así como un aumento del marcador de neutrófilos MPO y de la 
proteína marcadora de membrana plasmática de macrófagos CD68. La figura 
51A muestra las imágenes de western blot más representativas, así como la 
cuantificación densitometría en la que podemos observar como los resultados 
en los ratones TLR4 (+/+), con tratamiento de etanol, muestran un aumento de 
los niveles de CD45, CD68 y MPO. El incremento en los niveles de estas 
proteínas no se observa en animales TLR4 (-/-) con o sin tratamiento con etanol 
(Figura 51A-B). 
FIGURA 51: EL ETANOL PROMUEVE LA INFILTRACIÓN LEUCOCITARIA INCREMENTANDO LOS 
NIVELES DE PROTEÍNAS Y ARNM ESPECÍFICOS 
Análisis de Western Blot con anticuerpos específicos para CD45, CD68 y MPO en corteza de ratones 
TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-) con y sin tratamiento crónico de etanol (A). Cuantificación densitométrica de 
los resultados de western blot de las proteínas CD45, CD68 y MPO derivado de 6-8 experimentos 
independientes con la media ± SEM (B). Estudio de expresión génica de los niveles de mensajero de 
MCHII, CD68, MPO y MCP-1 en corteza de ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-) con y sin tratamiento 
crónico de etanol (D). Las barras representan la media ± SEM de 8 experimentos independientes 
analizados con el Test T de Student. *p< 0.05; **p< 0.01; #p< 0.06. 
 
Con el fin de completar dichos resultados, analizamos los niveles del 
ARNm de algunas de las proteínas analizadas en corteza cerebral de ratones 




crónico de alcohol incrementa los niveles de mensajero del MCH-II (Marcador 
del complejo mayor de histocompatibilidad), MPO (Mieloperoxidasa) y MCP1, 
indicando un aumento en la expresión de células del sistema inmunitario y de 
la inflamación. 
 
Respecto al nivel de ARNm de CD68 (marcador de macrófagos) se 
aprecia una tendencia de incremento sin ser estadísticamente significativa. 
Como se ha visto también en los resultados de western blot, los niveles de 
expresión de ratones TLR-KO no presentan esta regulación positiva de 
marcadores de infiltración.  
 
5.8. La liberación de citoquinas y quimioquinas, por el daño 
causado por el etanol en cerebro, altera la integridad de la 
barrera hematoencefálica 
 
Partiendo de los resultados del apartado anterior, en los que se 
aprecia un aumento de la infiltración leucocitaria derivada del tratamiento con 
etanol, nuestro siguiente objetivo fue observar la posibilidad de que el daño 
causado por el etanol estuviera afectando a la integridad de la barrera 
hematoencefálica (BHE). 
 
Para analizar este objetivo evaluamos los niveles de citoquinas 
relacionadas con la inflamación, la infiltración y la integridad de la barrera 
hematoencefálica. Una de las citoquinas que analizamos fue IL-33, 
perteneciente a la súper familia de la Interleuquina IL-1 y que está relacionada 
con diferentes afecciones inflamatorias (Miller 2011). Su expresión en 
astrocitos y glía se ha visto mediado por los ligandos de los receptores TLRs 
(Hudson, Christophi et al. 2008). Además, analizamos IFN-γ, que está 
relacionado con la capacidad de los macrófagos de aumentar la producción de 
IL-1β, además de afectar a la permeabilidad de la barrera hematoencefálica 





FIGURA 52: EL CONSUMO CRÓNICO DE ETANOL INCREMENTA LOS NIVELES DE CITOQUINAS 
IL33, INF Γ Y AUMENTA LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS IMPLICADAS EN DAÑO EN LA BARRERA 
HEMATOENCEFÁLICA 
Niveles de citoquinas IL33 e iNF-γ medidos a partir de extractos de corteza cerebral mediante la 
técnica ELISA en ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-) con y sin consumo crónico de etanol (A). Análisis 
de la expresión génica por RT-qPCR de citoquinas marcadoras de daño en la barrera 
hematoencefálica CXCL2, CX3CL1 y CCL4, más un indicador de aumento de niveles de ROSm como 
en NOX4 en corteza de ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-) con y sin consume crónico de etanol (B). Las 
barras representan la media ± SEM de 8 experimentos independientes analizados con el Test T de 
Student, *p\0.05; **p\0.01 
 
En la figura 52 se muestra como el tratamiento crónico de alcohol 
incrementa, de forma significativa, los niveles de proteína de las citoquinas IL-
33 y IFN-γ en corteza cerebral de ratones TLR4 (+/+). Estos efectos no se 
observan en el córtex de ratones TLR4-KO (Figura 52 A-B). Además, los 
niveles de ciertas quimioquinas como la CXCL2 y la fractalquina CX3CL, que 
se han visto relacionadas con la afectación de la BHE, también incrementan 
sus niveles de ARNm sugiriendo que el etanol, podría estar alterando la barrera 
hematoencefálica y causando un reclutamiento de leucocitos (Netea, Nold-
Petry et al. 2009).  
 
En la figura 52 también se muestra una disminución en los niveles de 
la citoquina antiinflamatoria CCL4, dato que estaría en concordancia con el 
aumento de las citoquinas proinflamatorias anteriores. Con el objetivo de 




observar si esta alteración de la integridad de la BHE causadas por el efecto 
de etanol, podría estar relacionada con un aumento de los niveles de ROS 
mitocondrial. Evaluamos los niveles de expresión génica del indicador de 
estrés oxidativo NOX4. Observamos un incremento de NOX4 en corteza de 
ratones TLR4 (+/+) de ratones tratados con etanol, efecto que no se apreciaba 
en los ratones TLR4 (-/-) (Figura 52B). 
 
Finalmente, para evaluar  los efectos de etanol sobre la integridad de 
la barrera hematoencefálica, nuestro siguiente experimento se centró en ver la 
estabilidad de esta y analizamos  niveles de proteínas relacionadas con dicha 
integridad. Nos centramos en la metalonoproteinasa9 (MMP-9), la cual está 
documentada su funcionabilidad dentro de la matriz extracelular y se ha visto 
como una elevación de sus niveles está relacionado con la presencia de estrés 
oxidativo (Yu, Kamada et al. 2008). 
 
La otra proteína a estudio fue el Brevican, proteína esencial en la 
formación y estructura de la matriz extracelular al tener una funcionabilidad 
relacionada con los proteoglicanos de la estructura de la BHE (Bekku, Rauch 
et al. 2009). Los resultados obtenidos se presentan en la figura 53, en ella 
observamos como los ratones tratados con etanol presentan un aumento de 
MMP9 estadísticamente significativo, en los ratones TLR4 (-/-) se aprecia un 
pequeño incremento con y sin etanol de los niveles de MMP9 pero sin 
significatividad estadística (Figura 53A). 
 
Además, observamos que el etanol afecta a la proteína Brevican 
liberando el péptido correspondiente a la facción pequeña p50 del N-terminal 
de la molécula, indicando una activación del Brevican causado por un daño en 






FIGURA 53: EL ETANOL ALTERA LA ESTRUCTURA DE LA BARRERA HEMATOENCEFÁLICA EN 
RATONES TLR4 (+/+). 
Medida de los niveles de proteínas implicadas en la integridad de la BHE. Western-blot utilizando 
anticuerpos MMP9 (A) y un indicador de la estructura como el Brevican (B). Las barras representan 
la media ± SEM de 8 experimentos independientes analizados con el Test T de Student, *p\0.05; 
**p\0.01. 
 
Llegados a este momento y viendo que el SII mostraba una activación 
y generación de síntomas inflamatorios, quisimos evaluar un nuevo sistema de 
regulación con un índice de impacto muy elevado en cuanto al estudio de los 
mecanismos de regulación de la inflamación del SNC. Este mecanismo se 
refiere a los miARNs, pequeñas moléculas de ARN no codificante con un 






5.9. Efecto del alcohol en alteración de los patrones de 
expresión de miARNs relacionados con la 
neuroinflamación 
 
Una vez analizados los efectos pro-inflamatorios de etanol y los 
mecanismos que activan al inflamasoma, tanto en microglía como en astroglía, 
el último objetivo fue evaluar los mecanismos que regulan los procesos de 
neuroinflamación asociados con el consumo crónico de alcohol y el papel de la 
respuesta de los TLR4 en dichos procesos. Para este objetivo, se evaluo los 
posibles miARNs que regulan dichos procesos neuroinflamatorios. Para 
abordarlo, se realizó un estudio de secuenciación masiva de ARNs de pequeño 
tamaño, en corteza cerebral de ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-) con y sin 
consumo de alcohol. El objetivo era tener una visión general de las acciones 
inflamatorias del etanol en cerebro y como se regulan. Los pequeños ARNs, 
han tenido, y siguen teniendo, un gran impacto en mecanismos que participa 
en diferentes patologías neuroinflamatorias (Song, Liu et al. 2012; 
Thounaojam, Kaushik et al. 2013; Bernstock, Lee et al. 2016). 
 
5.9.1. Resultados del control de calidad del ARN y miARN de corteza 
de ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-) con y sin tratamiento con 
etanol 
 
Como hemos comentado en la introducción, los miARNs son unas 
pequeñas moléculas de ARN monocatenario con un potente efecto regulador 
de la expresión génica, por lo tanto, cambios en la cantidad y tipos de miARNs 
presentes, por el efecto de presencia/ausencia de etanol, nos podría mostrar 
una visión más clara y amplia de cómo esta droga estaba modulando la 
expresión de los distintos genes y en concreto el efecto sobre las distintas rutas 






5.9.2. Diseño experimental: 
 
Cuando nos decidimos a realizar un experimento de secuenciación 
masiva, nuestro primer objetivo fue desarrollar la hoja de ruta en la que iba a 
consistir el proyecto. La figura 54 muestra los pasos que íbamos a seguir desde 
la obtención de los miARNs hasta la secuenciación de las librerías de estos 
ARNs de pequeño tamaño mediante la tecnología de secuenciación Illumina.  
 
El primer paso fue determinar nuestro modelo de estudio, siguiendo 
con la tónica de la tesis, y con el fin de aportar nuevos resultados que 
incrementaran nuestro conocimiento en las rutas inflamatorias relacionadas 
con el inflamasoma. Para ello, decidimos analizar la corteza cerebral de 
ratones crónico-alcohólicos con tratamiento de etanol durante 5 meses, 
seleccionamos 11 animales por condición: ratones TLR4 (+/+), TLR4 (-/-) con 
y sin tratamiento con el etanol. En total, 4 grupos con 11 animales por grupo. 
Sin embargo, como veremos más adelante, de los 11 animales solo se 
utilizaron 9 ya que en dos de ellos, la calidad de ARN obtenida no cumplía las 
especificaciones mínimas para la generación de librerías. 
 
FIGURA 54: ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL PARA EL ANÁLISIS DE 
SECUENCIACIÓN MASIVA 
Esquema del procedimiento experimental para el análisis de secuenciación masiva del efecto del 
consumo crónico de etanol en la regulación de los niveles de miARNs en la corteza de ratones TLR4 






Una vez definido el protocolo de selección de muestras, el siguiente 
paso fue obtener un ARN con la mayor calidad posible. Para ello utilizamos un 
protocolo en el que inicialmente se extrae la fracción del ARN total para 
posteriormente enriquecer la muestra con miARNs (ver material y métodos). 
Posteriormente realizamos el control de calidad del ARN, ya que es un paso 
clave a la hora de obtener buenos resultados con la técnica de la secuenciación 
masiva.  
 
Siguiendo el protocolo de optimización de la extracción del ARN total 
y la facción “small ARN” obtuvimos unos resultados, en cada uno de los 11 
animales por condición, que eran aptos para la secuenciación masiva. 
Evaluamos la calidad de ARN mediante absorbancia con el Nanodrop. Todas 
las muestras presentaban unos valores de los ratios o cocientes 260/280 y 
260/230 entre 1,8 y 2,2, indicando una alta pureza del ARN extraído. Estos 
resultados se detallan en la figura 55 A y B. 
 
Posteriormente, procedimos a analizar la integridad y concentración 
del ARN extraído, basándonos en la metodología fluorimétrica del 
bioanalizador Agilent 2100 (ver material y métodos), el ARN se analizó 
utilizando chips RNA Nano6000 y smallARN. Los resultados nos indicaron que 
todos los ARNs analizados, independientemente de los tratamientos o 
genotipos de los ratones a estudio, generaban un ARN con integridades que 
variaban entre 7,7 y 9 según su valor de RIN (RNA integrity number) valores 
adecuados para poder iniciar la secuenciación masiva (Figura 55C). 
 
El análisis mediante el bioanalizador Agilent 2100 también nos aportó 
información sobre la cantidad total en ng/µl de ARN, como muestra la figura 
55D, todas las muestras contenían más de 400ng/µl, valor suficiente para 




FIGURA 55: RESULTADOS DEL CONTROL DE CALIDAD DE MUESTRAS DEL ARN RESULTANTE 
DE LA EXTRACCIÓN A PARTIR DE CORTEZA DE RATONES TLR4 (+/+), TLR4 (-/-) CON Y SIN 
TRATAMIENTO CON EL ETANOL. 
Valores de control de calidad del ARN medidos con el ratio de absorbancia 260/280 (A) y 260/230 
(A). Cuantificación de la calidad del ARN o el método del RIN del bioanalizador Agilent2100 (C). 
Cuantificación de la cantidad en ng/µl cuantificados con el bioanalizador Agilent2100. Las barras 
representan los resultados de la media ± SEM de las 11 cortezas de ratones de cada condición. 
 
El último punto de control, referente a la calidad de las muestras, fue 
ver la cantidad de la fracción específica a estudio. En nuestro caso era la 
fracción de ARNs de pequeño tamaño y más concretamente, la fracción de 
miARNs. Estos se concentran entre los 4 y 40 nucleótidos, según su perfil en 
el bioanalizador Agilent 2100. La figura 55 A-D nos muestra los perfiles más 
representativos de cada grupo de animales a estudio. Estos perfiles nos 
revelan información tanto de la alta integridad del ARN de pequeño tamaño (el 
pico del ARN ribosómica 5S estaba totalmente definido) y la fracción de 
miARNs, la cual se presenta como un pequeño montículo entre los 4 y los 40 
nucleótidos.  
  

























































FIGURA 56: RESULTADOS DEL CONTROL DE CALIDAD DEL MIARN RESULTANTE DE LA 
EXTRACCIÓN A PARTIR DE CORTEZA DE RATONES TLR4 (+/+), TLR4 (-/-) CON Y SIN 
TRATAMIENTO CON EL ETANOL. 
Perfiles de miARNs procedentes del análisis del Bioanalizador Agilent 2001 con el smallARN kit, no 
existen diferencias en los perfiles obtenidos independientemente del genotipo o el tratamiento a 
estudio TLR4 (+/+), TLR4 (+/+)-EtOH, TLR4 (-/-) y TLR4 (-/-)-EtOH (A-D).Valores del porcentaje de 
miARN resultante del análisis de los perfiles del Bioanalizador Agilent2001 (F). Las barras 
representan los resultados de la media ± SEM de las 11 cortezas de ratones de cada condición. 
 
Finalmente reseñar que los valores que se obtuvieron, respecto a los 
% de miARN en cada muestra, fueron óptimos ya que se consiguieron valores, 
como mínimo, de entre el 5 y el 8% de miARNAs (Figura 55 E). Todos estos 
resultados nos indicaron que el protocolo de extracción, y las muestras a 
estudio, cumplían con los parámetros establecidos para la secuenciación 
masiva con la tecnología Illumina. 
 
En la figura 56 se muestra como todos los perfiles obtenidos son muy 




análisis no estaba influenciada ni por el tratamiento ni por el genotipo. Otro 
resultado que se desprende de los perfiles, es que se observa un ARN total de 
una elevada integridad y sin síntomas de degradación.  
 
5.9.3. Generación de Pooles y librerías para secuenciación masiva 
 
Con los resultados del control de calidad adecuados, el siguiente paso 
se centró en la generación de pooles de la forma más equitativa posible. Con 
los datos de concentración, calidad y porcentaje de miARNs, de los 11 
animales, seleccionamos aquellas 9 muestras más similares entre ellas, para 
mezclarlas de forma equimolar y generar tres pooles por cada una de las 4 
condiciones.  
 
TABLA 5: RESUMEN DE LOS DATOS DE CONTROL DE CALIDAD Y CANTIDADES DE CADA 





La tabla 5 resume los valores obtenidos, en donde se muestra: la 
cantidad total de cada muestra, los valores de RIN y las concentraciónes de 
los pooles. Todos los pooles obtuvieron un RIN de, mínimo 7,9 y máximo de 
8,4. Cada pool estába formado por el ARN procedente de tres cortezas (por 
ejemplo: El Pool WT_A está formado por la unión equimolar de las muestras 
WT_1, WT_7 y WT_9, y así sucesivamente). 
  
 
El siguiente paso fue generar las librerías de secuenciación masiva, 
como se ha detallado en el apartado de material y métodos. Se siguió el 
protocolo de Illumina para la generación de librerías de smallARN. Utilizando 
la metodología, se añaden unos adaptadores específicos que permiten 
diferenciar las distintas muestras, en nuestro caso fueron 12 índices o barcode 
diferentes, uno por cada pool. 
 
Una vez amplificadas y purificadas las librerías, se procedió a la 
mezcla de fracciones. En este paso se mezclan las diferentes librerías en un 
único pool de forma equimolar para obtener un número de lecturas similar en 
cada muestra. En la figura 57 podemos visualizar la librería final con un tamaño 
adecuado de 145nt y una concentración de 296,9nM, resultado obtenido 
mediante bioanalizador.  
 
Tamaño [pb.] Conc. [pg/µl] Molaridad [pmol/l] 
0 1.93 NaN 
25 436 26900 
145 433 4600 
1,500 250 256 
 
FIGURA 57: PERFIL DE LA LIBRERÍA FINAL DE MIARNS A PARTIR DE LAS 12 LIBRERÍAS 
GENERADAS Y CORRESPONDIENTES A TRES MUESTRAS POR CADA TRATAMIENTO A ESTUDIO: 




5.9.4. Resultados y análisis primario de la secuenciación masiva de 
miARNs  
 
Una vez terminada la fase de secuenciación, el siguiente paso que se 
abordó fue el análisis primario de los datos crudos de las secuencias obtenidas. 
El primer resultado a valorar fue el número total de lecturas crudas. Con los 
datos, se realizo una separación de las lecturas totales, según el índice o 
barcode, para saber el número total de lecturas de cada muestra. 
Posteriormente, se realizó un cribado, por calidad de secuencia (Q), y la 
eliminación de los adaptadores de secuenciación, proceso que se conoce 
como trimeado. La tabla 6 resume estos resultados y en ella podemos observar 
como todos los pooles tuvieron entre 3,8 y 4 millones de lecturas con una 
calidad, antes del trimeado, de más de un 39 de índice (Q). 
 
Una vez se habían “limpiado” las secuencias de los adaptadores, los 
valores de lecturas no difieren mucho en cuanto a número total, indicando una 
cantidad entre 2.5 y 3.9 millones de lecturas, lo que implica un 97,6% de media 
de lecturas útiles con un Q>39. Este último dato es un indicador del número de 
secuencias que llevan adecuadamente los adaptadores de secuenciación, e 
indica que prácticamente todas las secuencias obtenidas contienen los 
adaptadores de secuenciación, aportando un dato de alta calidad en el 
proceso.  
 
TABLA 6: RESUMEN DEL ANÁLISIS PRIMARIO Y DEL TRIMEADO DE LECTURAS RESULTANTES 




A continuación se realizó un mapeo de las secuencias limpias contra 
la base de datos de pequeños ARNs de ENSEMBL, utilizando el programa 
Bowtie. Este programa agrupa las lecturas en clúster (lecturas que se solapan), 
y el alineador Bowtie permite comprimir los datos utilizando una transformación 
de Burrows- Wheeler, el cual se recomienda cuando se analizan secuencias 
cortas (Koboldt, Chen et al. 2009). El paso siguiente a la agrupación o 
generación de clúster es el alineamiento contra la base de datos de pequeños 
ARNs. Al analizar secuencias individuales, estás pueden alinear contra una 
sola localización (mapeo único) o contra más de una secuencia de la base de 
datos, dando mapeo múltiple. La tabla 7 muestra la relación de mapeo que se 
obtuvo con el programa Bowtie.  
 
TABLA 7: RESUMEN DE NÚMERO DE LECTURAS MAPEADAS DE FORMA ÚNICA O MÚLTIPLE 
RESPECTO A LA BASE DE DATOS DE ARNS DE PEQUEÑO TAMAÑO. 
 
 
Una vez analizadas y mapeadas todas las lecturas, se analizaron las 
lecturas pertenecientes a los diferentes pooles secuenciados. Estos 
parámetros de calidad son esenciales ya que, debido a la corta longitud de 
estas moléculas, se requiere una elevada calidad en la secuencia obtenia para 
poder estar seguros de que el alineamiento contra las bases de datos de 
smallARNs sea fiable; el parámetro que se utiliza para cuantificar esa calidad 
es el MAPQ o calidad de mapeo. Para ello analizamos los resultados de MAPQ 
para cada pool por separado. La tabla 8 resume los datos obtenidos, y muestra 




TABLA 8: RESUMEN DE NÚMERO DE LECTURAS MAPEADAS Y CALIDADES DE CADA UNO DE LOS 
POOLES A ESTUDIO. 
 
 
TLR4 (+/+) Pool1 Pool2 Pool3 
 Secuencias Porcentaje Secuencias Porcentaje Secuencias Porcentaje 
MAPQ >= 30 977282 62.8 1143346 63.2 905019 63.1 
MAPQ < 30 0.0 0.0 0.0 0.0 0 0.0 
MAPQ < 20 0.0 0.0 0.0 0.0 0 0.0 
MAPQ < 10 165710 10.6 198660 11.0 161041 11.2 
MAPQ < 3 413523 26.6 466182 25.8 368232 25.7 
Sin Mapear 0 0.0 0.0 0.0 0 0.0 
Total 1556515 100.0 1808188 100.0 1434292 100.0 
       
TLR4 (+/+)-EtOH Pool1 Pool2 Pool3 
 Secuencias Porcentaje Secuencias Porcentaje Secuencias Porcentaje 
MAPQ >= 30 1116365 59.0 1077600 67.3 1008224 67.8 
MAPQ < 30 0 0.0 0 0.0 0 0.0 
MAPQ < 20 0 0.0 0 0.0 0 0.0 
MAPQ < 10 261262 13.8 145502 9.1 122511 8.2 
MAPQ < 3 513492 27.2 377516 23.6 357267 24.0 
Sin Mapear 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
Total 1891119.0 100.0 1600618.0 100.0 1488002 100.0 
       
TLR4 (-/-) Pool1 
Pool2 Pool3 
 Secuencias Porcentaje Secuencias Porcentaje Secuencias Porcentaje 
MAPQ >= 30 1207706 57.0 1049179 68.6 794841 68.9 
MAPQ < 30 0 0.0 0 0.0 0 0.0 
MAPQ < 20 0 0.0 0 0.0 0 0.0 
MAPQ < 10 328634 15.5 123207 8.1 89353 7.8 
MAPQ < 3 581476 27.5 357305 23.4 268625 23.3 
Sin Mapear 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
Total 2117816 100. 1529691 100.0 1152819 100.0 
       
TLR4 (-/-)-EtOH Pool1 Pool2 Pool3 
 Secuencias Porcentaje Secuencias Porcentaje Secuencias Porcentaje 
MAPQ >= 30 1003502 61.2 1113968 66.1 1020789 69.2 
MAPQ < 30 0 0.0 0 0.0 0 0.0 
MAPQ < 20 0 0.0 0 0.0 0 0.0 
MAPQ < 10 207645 12.7 156617 9.3 122113 8.3 
MAPQ < 3 429791 26.2 413845 24.6 332146 22.5 
Sin Mapear 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 




En esta tabla 8 se aprecia la obtención de entre 2,1 millones, de 
lacturas mapeadas, en el Pool1 del tratamiento TLR4 (-/-), hasta 1,1 millones 
de lecturas, en el Pool3 de ese mismo tratamiento. El resto de muestras, tienen 
unos valores intermedios y todos los pooles comparten unos valores de 
MAPQ30 mayores las 59%. En resumen, esta tabla nos indica que, la mayor 
parte de las secuencias obtenidas pertenecían a secuencias relacionadas con 
ARNs de pequeño tamaño indicando que los protocolos de extracción e 
integridad del miARN utilizado, fueron de la máxima calidad y especificidad. 
 
En la figura 58 mostramos un resumen global de los datos de mapeo 
obtenidos al agrupar todas las secuencias analizadas, en ella observamos 
como la mayor parte de las secuencias mapeadas, o secuencias de nucleótidos 
reconocidas en una base de datos, presentan una longitud de 20 a 24 
nucleótidos, tamaño que se adecua al tamaño medio de los miARNs, que va 
de 22 a 25 nucleótidos (Figura 58A). En esta figura también podemos ver como 
el valor medio de MAPQ era mayor al 60% (Figura 58B). 
 
FIGURA 58: RESULTADOS MEDIOS DE LONGITUD DE SECUENCIAS MAPEADAS Y CALIDADES 
DE ESTAS (Q). 
La mayor parte se concentran entre los 19 y 25nt (A). Diagrama circular en el que se representa la 
distribución de porcentajes de calidades de las secuencias obtenidas donde el 60% tienen más de un 






En este momento disponíamos de una elevada cantidad de lecturas 
de alta calidad que reconocían zonas específicas de interés. El siguiente paso 
fue obtener la información de a qué tipos de ARNs de pequeño tamaño se 
alineaban esas secuencias. En la tabla 9 se muestra el resumen de este 
alineamiento y podemos observar como los dos tipos de ARNs de pequeño 
tamaño, más representativos de nuestros datos de secuenciación masiva, se 
agrupan mayoritariamente en los snoARN (ARNs pequeños del nucléolo) con 
un 50-60% y un 10-20% de secuencias que se alinean contra secuencias 
conocidas de miARNs. 
 
TABLA 9: RESUMEN DE LOS PORCENTAJES DE ALINEAMIENTO CONTRA ARN DE PEQUEÑO 
TAMAÑO E IDENTIFICACIÓN DEL TIPO DE ARN RECONOCIDO 
 
 
Respecto al alto porcentaje de snoARN identificados, creemos que el 
etanol podría tener algún efecto sobre la regulación de este tipo de moléculas 
encargadas en la regulación de la expresión. Sin embargo, para este estudio 
sólo vamos a valorar los resultados de los miARNs, aunque este tipo de 
moléculas de ARN de “pequeño tamaño” se esta observando ser  potentes 
reguladores de la expresión de genes, con efectos similares a los de los 





5.9.5. Identificación de miARNs presentes en corteza de ratones TLR4 
(+/+) y TLR4 (-/-) 
 
Todos los resultados expuestos hasta este momento, se han centrado 
a de las partes más críticas de la secuenciación masiva, el filtraje, análisis de 
calidad primario y el mapeo de los datos generados. En este apartado nos 
vamos a centrar en detallar y evaluar que miARNs se detectaron en nuestro 
modelo experimental, y cuáles fueron los miARNs que tenían una expresión 
diferencial con respecto a los controles. 
 
Una vez tenemos aquellas lecturas que reconocen secuencias 
específicas de miARNs (según lo descrito en Tabla9), el siguiente paso fue 
identificar esos miARNs. Con el fin de aportar resultados lo más específicos 
posible, se seleccionaron para el estudio sólo aquellos miARNs que contenían, 
como mínimo, 100 secuencias mapeadas de manera única contra ese miARN. 
Con esta aproximación conservadora, quisimos evitar aportar falsos positivos 
al estudio, y a su vez nos sirve para realizar la normalización de los resultados 
y evaluar el porcentaje relativo de cada miARN en cada muestra. 
 
Una consideración al hecho de seleccionar solo aquellos miARNs con 
más de 100 contajes, es la cantidad de falsos negativos que podamos tener en 
nuestro análisis. Por ejemplo, es posible que algunos miARNs respondan al 
etanol, alterando sus niveles en condiciones normales, pero que no estén 





FIGURA 59: LA SECUENCIACIÓN MASIVA DETECTÓ MÁS 90 MIARNS DIFERENTES EN MUESTRAS 
DE CORTEZA DE RATONES C57BL/6. 
Identificación de miARNs con más de 1000 contajes en nuestras muestras (A); miARNs con entre 
100 y 1000 contajes (B) en las muestras a estudio en las 4 condiciones TLR4 (+/+), TLR4 (-/-) con y 
sin tratamiento crónico de etanol: 
 
En la figura 59 se muestran todos aquellos miARNs que se encuentran 
con un mínimo de 100 lecturas. En la primera gráfica se observan aquellos 
miARNs que tienen una representación de entre 1.000 y 40.000 contajes. 
Destacar, que las dos variantes del miARN (mir-181a) aparecen con un contaje 
superior a 40.000 secuencias. Otros miARNs de interés en nuestro estudio son 












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































se indica en la tabla con un asterisco. En definitiva, se observaron más de 90 
miARNs diferentes al analizar los resultados de todas las muestras a estudio. 
 
5.9.6. Diferencias en los niveles de miARNs por efecto del etanol en 
corteza de ratones TLR4 (+/+) según los datos de secuenciación 
masiva 
 
El siguiente paso, en el análisis de la secuenciación masiva, fue 
determinar cuáles eran los miARNs que presentaban diferencias significativas 
de expresión en las condiciones a estudio. En la tabla 10 mostramos un 
resumen del número total de miARNs con diferencia significativa entre las 
distintas comparativas realizadas (TLR4 (-/-).vs. TLR4 (+/+), TLR4 (+/+)-
EtOH.vs. TLR4 (+/+), TLR4 (-/-)-EtOH.vs. TLR4 (+/+)-EtOH y TLR4 (-/-)-
EtOH.vs. TLR4 (-/-)). En esta tabla se observa  como en todas las 
comparaciones aparecen como mínimos unos 10 miARNs diferencialmente 
expresados. 
 
TABLA 10: NÚMERO DE MIARNS CON DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS DE SOBREEXPRESIÓN O 
REGULACIÓN NEGATIVA ENTRE LAS DIFERENTES COMPARATIVAS A ESTUDIO 
 
Debido a la gran cantidad de datos que nos aporta este tipo de 
metodología, se pueden realizar diferentes estudios y análisis de perfiles de 
miARNs por condición experimental. Cada análisis comparativo nos aporta 
informaciones diferentes y relevantes. Si comparamos los miARNs entre los 
ratones TLR4 (-/-) respecto a los TLR4 (+/+) podemos conocer los patrones de 
miARNs alterados por la ausencia del receptor TLR4, informándonos del efecto 
del fenotipo TLR4-KO. Sin embargo, si la comparación a analizar es TLR4 (-/-
)-EtOH.vs. TLR4 (+/+)-EtOH, nos daría información del efecto del etanol en 




En nuestro estudio, nos centramos en los efectos inflamatorios del 
alcohol, por lo que comparamos los miRNA que se expresaban 
diferencialmente en corteza cerebral de ratones  TLR4 (+/+) vs TLR4 (+/+)-
EtOH. En esta comparativa vemos como hay 38 miARNs que sufren una 
regulación negativa con el efecto del etanol mientras que 36 miARNs ven su 
producción aumentada (Tabla10). 
 
Las siguientes tablas que se presentan (Tablas 11 y 12), derivan de 
los resultados anteriores y pretenden profundizar sobre el nivel de 
significatividad que se obtuvo y cuál es la funcionabilidad de los miARNs 
encontrados. Sólo se muestran aquellos que cumplen dos filtros, miARNs 
diferencialmente expresados y que contienen más de 100 lecturas en el 
análisis primario.  
 
TABLA 11: IDENTIFICACIÓN DE MIARNS CON DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS DE 
SOBREEXPRESIÓN ENTRE TLR4 (+/+) Y TLR4 (+/+)-ETOH 
 
Como podemos observar, los niveles de significatividad van desde 
una bajada de 30 veces, en el mir-183, hasta una bajada de menos 4,5 en el 
caso del mir-6952. Los niveles de p-valor de la tabla nos muestran como el 
mismo mir-ARN 183, que presenta una bajada de 30 puntos, aparece con una 
significatividad de 0,049. También podemos ver la familia del mir9, en la que 
miRNA fold pval miRNA fold pval
mmu-mir-183 -22,671 0,049 mmu-mir-30b -7,227 0,018
mmu-mir-15a -10,047 0,047 mmu-mir-182 -30,513 0,016
mmu-let-7f-1 -4,924 0,046 mmu-mir-218-1 -9,382 0,012
mmu-mir-26a-2 -5,985 0,045 mmu-let-7f-2 -6,533 0,012
mmu-mir-539 -8,645 0,041 mmu-mir-218-2 -8,870 0,011
mmu-mir-192 -7,636 0,038 mmu-let-7g -6,561 0,010
mmu-mir-16-1 -5,435 0,036 mmu-mir-376a -12,207 0,009
mmu-mir-93 -7,251 0,034 mmu-mir-9-1 -5,960 0,009
mmu-mir-126a -6,584 0,031 mmu-mir-376b -12,354 0,007
mmu-mir-26a-1 -6,119 0,030 mmu-mir-200a -18,005 0,005
mmu-mir-195a -8,377 0,027 mmu-mir-26b -10,966 0,004
mmu-mir-9-3 -5,139 0,024 mmu-mir-384 -15,707 0,004
mmu-mir-28a -9,432 0,023 mmu-mir-574 -14,394 0,003
mmu-mir-16-2 -5,962 0,023 mmu-mir-143 -6,451 0,002
mmu-mir-9-2 -4,741 0,022 mmu-mir-200b -22,390 0,001
mmu-mir-3071 -7,532 0,021 mmu-mir-451a -14,597 0,000
mmu-mir-136 -7,530 0,021 mmu-mir-451b -14,597 0,000
mmu-mir-582 -10,060 0,020 mmu-mir-96 -17,032 0,000




tres de sus componentes (mir9-1, 9-2 y 9-3) presentan un descenso de entre 4 
y 5 puntos, respecto a las muestras control, y un p-valor menor a 0,02. 
 
Otro resultado reseñable en la tabla 11 es la familia del Let-7 (Let-7f1-
2 y Let7g). Como habíamos observado en la tabla 8, este miARN presentaba 
unos niveles de lecturas muy elevados y aparecen de nuevo en esta tabla 
mostrando variaciones negativas de entre 5 y 6 puntos y p-valores de 0,046 en 
el caso del Let7-f-1 y 0,01 para el Let7f-2 y Let7g.  
 
Los siguientes miARN que se muestran en la tabla 12, son aquellos 
en los que el etanol ejerce un efecto de incremento de los niveles de 
microARNs en corteza cerebral de ratón. La tabla 12, al igual que la tabla 11, 
muestra los miARNs ordenados por su p-valor. En esta tabla observamos  
cambios en el incrementos en los valores de ciertos mARNs que van desde 18 
puntos del mir-490, con un p-valor de 0,005, hasta 4,225 del mir-125 con un p-
valor indetectable. En la tabla 12 tambien se observa como un miARN de la 
familia del Let7; el Let7b, incrementa 7,113 puntos y un p-valor de 0,017 por el 
tratamiento con etanol. Estas tablas nos indican que el etanol está alterando 
activamente los procesos de síntesis y generación de miARNs, sin embargo  
pero ahora necesitábamos analizar qué efectos y a que rutas estaban siendo 





TABLA 12: IDENTIFICACIÓN DE MIARNS CON DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS DE 
SOBREEXPRESIÓN ENTRE TLR4 (+/+)-ETOH Y TLR4 (+/+) ORDENADOS POR SU P-VALOR. 
 
Analizando más detenidamente estos resultados, el siguiente proceso 
que llevamos a cabo en el laboratorio era identificar la función de algunos de 
los miARNs que tenían diferencias significativas cuando se comparaban TLR4 
(+/+) vs TLR4 (+/+)-EtOH. Este análisis se realizó con el fin de conocer mejor 
como actúa el etanol en nuestro modelo experimental, a nivel de regulación de 
los miARNs, y poder identificar posibles alteraciones en dicha regulación que 
pudieran estar afectando a la inflamación en la corteza cerebral. 
 
Analizando los resultados de las Tablas 11 y 12, y relacionando todos 
los miARNs que pudieran estar relacionados con neuroinflamación; 





TABLA 13: IDENTIFICACIÓN DE MIARNS CON DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS DE 
SOBREEXPRESIÓN ENTRE TLR4 (+/+)-ETOH Y TLR4 (+/+) RELACIONADOS CON LA 
NEUROINFLAMACIÓN. 
miARN fold Proceso Articulo 
mmu-mir-
1224 
8,371 Incremento de mir1221 por LPS o por etanol. 
(Dharap, Bowen et al. 2009; Rom, 




Incremento en alergias y regulación de la IL-12 / 
Biomarcador en artritis reumatoide. 





Secreción por exosomas como señal de daño 
inflamatorio. 




Incremento de mir-100 produce un aumento de la 
apoptosis por efecto en mTOR. 




MiARN elevado en enfermedades hepáticas no 
alcohólicas. 




Incremento de NF-KB en astrocitos y liberación de 
citoquinas. 
(Rothhammer and Quintana 2016) 
mmu-mir-
664 




MiARN incrementado en plasma de pacientes con 
EM 
(W Kamphuis, Derada Troletti et al. 
2015) 
mmu-let-7b 7,113 
MiARN implicado en la detección, vía TLR4, de 
infecciones bacterianas. 




Regulación ruta PI3-kinase/Akt(Achur, Freeman et 
al. 2010). 




MiARN relacionado con la respuesta 
neuroinflamatoria en astrocitos. 





Indicador de inflamación después de hemorragia 
por contusión. 




MiARN con valores elevados en muestras adultas 





Importante biomarcador en líquido cefalorraquídeo 
en Esclerosis Múltiple. 




Regulador de la neuroinflamación vía la 
BHE/incremento del mir125a tras infección 
(Kim, Yuk et al. 2015; Lopez-




Regulador en Alzheimer, Regulador de la 
neuroinflamación vía la BHE/activación de 
macrófagos/efecto en la ruta AKT 
(Lopez-Ramirez, Reijerkerk et al. 
2016; Riquelme, Tapia et al. 2016; 





Relacionado con la encefalitis crónica (Zhu, Ye et al. 2015) 
mmu-let-7f-
1 
-4.924 Regulador de la BHE y de la respuesta al LPS 
(Lopez-Ramirez, Reijerkerk et al. 




Regulador de la BHE y de la respuesta al LPS y 
estimulador de la microglía vía TLR4 
Lopez-Ramirez, Reijerkerk et al. 
2016, Lykhmus, Mishra et al. 
2016(Kumar, Bhatia et al. 2015)) 
mmu-mir-
16-1 




Marcador de la progresión de enfermedades como 
la encefalitis reumatoide 




Un descenso de mir-195 indica falta de protección 
astrocitaria. 




Respuesta a estrés inflamatorio en monocitos y 
neutrófilos. 
(Bazzoni, Rossato et al. 2009; Gao, 




Respuesta a estrés inflamatorio en monocitos y 
neutrófilos. 
(Bazzoni, Rossato et al. 2009) 
mmu-mir-
136 




Descenso del mir-582 en monocitos en respuesta a 
la activación de NF-KB por inmunosupresores. 





Reacción a drogas e inflamación 
(Song, Liu et al. 2012; Bernstock, Lee 




Descenso del mir-218 en cerebro tras isquemia 
focal 
(Dharap, Bowen et al. 2009) 
mmu-let-7f-
2 
-6.533 Regulador de la BHE y de la respuesta al LPS 
(Juo, Wang et al. 2016; Lykhmus, 





Afectación de la BHE por descenso de let7g en 
condiciones de neuroinflamación. 
(Rom, Dykstra et al. 2015) 
mmu-mir-9-
1 
-5.96 Neuroinflamación y acidemia. (Li, Peng et al. 2014) 
mmu-mir-
143 
-6.451 Descenso por neuroinflamación en neuronas (Tam, Bastian et al. 2011) 
 
Teniendo en cuenta que se observaban 74 miARNs con diferencias 
significativas, por el efecto del alcohol, podemos observar como el 45% de 
estos miARNs están involucrados en diferentes mecanismos de la respuesta 
inmunitaria o participan en procesos de señalización inflamatoria. 
 
Otro resultado que se desprende la tabla 13 es la aparición de 
miARNs relacionados como biomarcadores en enfermedades como la EM o el 
Alzheimer, mmu-mir-664 y mmu-mir-125b-2 respectivamente. Como podemos 
observar, el etanol está alternado de manera clara los niveles de miARNs y 
muchos de ellos participan en procesos inflamatorios. Los resultados 
preliminares del estudio del efecto del etanol, en la modulación de los patrones 
de miARNs, nos abre un nuevo foco de estudio para analizar los efectos del 
etanol en el cerebro vía regulación de ARNs de pequeño tamaño. 
 
Aunque estos resultados nos estaban aportando evidencias 
significativas del efecto del alcohol, las metodologías de análisis de datos 
masivos precisan de una comprobación de los resultados mediante otra técnica 
con el fin de validar estas observaciones 
 
5.9.7. Validación resultados secuenciación masiva. El mir-125b y el 
mir9 como posible marcadores de inflamación por consumo de 
etanol 
 
Una vez analizados los datos que se obtuvieron con el análisis 
primario y la selección de determinados miARNs que mostraban diferencias en 
la expresión génica por el trtamiento de alcohol, el último paso fue validar 
mediante otra técnica genómica los resultados observados. La técnica 
seleccionada fue en análisis mediante sondas TaqMan, seleccionamos esta 




transcribe un miARN por reacción. Por lo tanto, esta técnica es especialmente 
sensible a la hora de detectar los miARNs a estudio.  
 
En nuestro caso seleccionamos 4 miARNs para el estudio de 
validación, tres de ellos habían sido relacionados con la neuroinflamación y a 
su vez mostraban diferencias significativas en los análisis bioinformáticos 
derivados de la SM. Tanto el miRNA125b, como el mir486 indicaban un 
aumento derivado del tratamiento con EtOH. Por el contrario, el mir9 (mir-9-1, 
mir-9-2 y mir-9-3) mostraba una bajada de sus niveles. Finalmente, el cuarto 
miARN a estudio fue el miRNA99, ya que no mostraba variación significativa ni 
por el efecto del etanol.  
 
En primer lugar verificamos los resultados mediante una nueva 
técnica de cuantificación absoluta denominada ddPCR, por sus siglas en inglés 
dropplet digital PCR. Esta metodología tiene la particularidad de aportar 
información en términos absolutos, al igual que la SM, por lo que nos podía 
indicar si el número de contajes de los diferentes miARNs se acercaban a la 
realidad. Para determinar los niveles de los miARNs, seleccionados 
inicialmente, se realizó una optimización de las sondas TaqMan mediante 
diluciones seriadas del cADN con la técnica de la ddPCR. Esto se realiza con 
el fin de determinar cuál era la dilución óptima de nuestras muestras. En la 
figura 60 vemos las diferentes graficas de detección de fluorescencia de los 
miARNs según la dilución utilizada.  
 
En la figura 60 se observa como el µcADN sin diluir, genera una señal 
demasiado elevada. Sin embargo, diluciones seriadas de la muestra de 1/10 y 
1/1000, permite identificar las microrreacciones positivas y negativas, 
permitiendo una mejor cuantificación de los resultados. Con esta optimización 
determinamos que las mejores diluciones de la muestra, para cada miARN, 
fueron 1/1000 para el mir9, mir125b y mir99 (Figura 60A-C); mientras que para 
el mir486 la mejor dilución fue la 1/10 (Figura 60D). Recordar que los resultados 
que nos aporta los resultados de la ddPCR son valores absolutos por lo que no 
es necesario normalizar los datos ya que indica el valor total de moléculas 





FIGURA 60: OPTIMIZACIÓN DE LA CANTIDAD DE CDNA PARA LAS SONDAS TAQMAN 
MIARN. 
Graficas citométricas y relación de resultados de micro gotas positivas observadas en el ddPCR. Para 
el mir-125b, mir-9 y mir-99, la mejor señal se observa con la dilución 1/1000 al ver una cantidad de 
positivas y negativas bien diferenciadas (A-C). Para el mir-486, la mejor señal se observa con una 
dilución de muestra 1/10 (D). 
 
Una vez determinados las cantidades óptimas de µcDNA para tener 
una cuantificación precisa de los niveles de miARN en nuestras muestras, 
nuestro siguiente paso fue evaluar los niveles de estos de estos pequeños 






En la figura 61 se observa como los niveles detectados por la ddPCR 
son similares, en cuanto a tendencia, al compararlos con los resultados 
bioinformáticos observados en la SM. El poder de esta técnica para validar los 
resultados de SM es idónea ya que, así como la secuenciación masiva nos 
indica el número de veces que aparece la secuencia de un miARN en la 
muestra, la PCR digital nos informa del número total de copias que existen de 
un determinado miARN en la muestra. 
 
FIGURA 61: OPTIMIZACIÓN CANTIDAD CDNA PARA TAQMAN: LA TENDENCIA DE NIVELES 
DE MIARN MEDIANTE DDPCR ES IDÉNTICA A LA ENCONTRADA EN SM. 
Graficas de contajes positivos absolutos mediante ddPCR en la cuantificación del mir-486 y mir-125b, 
donde el etanol incrementa los niveles (A), Resultados del mir-9 donde se aprecia una bajada 
derivada del consumo de etanol (C). Resultados del mir-99 donde el etanol desciende los niveles 
tanto en corteza de ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-). Los valores de las barras responden al contaje 
de más de 100.000 micro reacciones por ddPCR 
 
Una vez confirmados los valores, observamos como el mir9 presenta 
una bajada de su expresión, por el efecto del etanol, al mostrar una cantidad 
de copias/µl mayor en el grupo TLR4 (+/+) que el en TLR4 (+/+)-EtOH de 1,7 
puntos. Estos datos,  que se correlaciona con los resultados vistos en la SM,  
muestran como los valores en las muestras de la comparación TLR4 (-/-) contra 
TLR4 (-/-)-EtOH, no dan variaciones significativas, en la cantidad de moléculas 
totales de los miARN a estudio (Figura 61B). Siguiendo con la confirmación 
mediante la ddPCR, se ve como el 125b y el 486 incrementan sus niveles bajo 
la acción del etanol, 1,7 y 2 puntos de cambio respectivamente (Figura 61A y 
B). Finalizando con la figura 61, se observa como el mir-99 muestra unas 




los datos observados en la SM; 0.5 entre TLR4 (+/+) y TLR4 (+/+)-EtOH y de 
0.9 entre TLR4 (-/-) y TLR4 (-/-)-EtOH. 
 
A partir de esta nueva metodología, podemos comprobar como, los 
datos extraídos de los análisis bioinformáticos de la secuenciación masiva, se 
pueden validar mediante la ddPCR, e iniciar el estudio, de forma más fiable, de 
los efectos del etanol y el patrón de expresión differencial de ARNs de pequeño 
tamaño y su modulación sobre diferentes genes y vías de señalización, 

















6.1. Activación de los componentes del Inflamasoma en cerebro 
de ratones C57Bl/6 con consumo crónico de alcohol 
 
La relación entre los efectos perjudiciales del etanol y daño en 
diferentes órganos se han estudiado exhaustivamente. Algunos de los efectos 
causados por el consumo de alcohol, y en particular sus efectos a nivel 
hepático, se deben a su metabolismo que tiene lugar principalmente en el 
hígado y en el que participan 3 sistemas enzimáticos: la alcohol 
deshidrogenasa, el citocromo oxidasa p-450-2E2 (CYP2E1) y la catalasa. El 
producto de estas enzimas genera una serie de metabolitos tóxicos, como el 
acetaldehído, el cual tiene la capacidad de alterar a otras proteínas afectando 
a su funcionabilidad (Osna and Donohue Jr 2013).  
 
Otro efecto del metabolismo del alcohol es el aumento de las especies 
reactivas de oxígeno (ROS), ya que el etanol tienen la capacidad de generar 
la per-oxidación de ácidos grasos que aumentan el estrés oxidativo celular en 
el organismo (Werner, Saghir et al. 2002). Un efecto continuado de este 
metabolismo desencadena en alteraciones graves del páncreas, hígado y otros 
órganos (Cyriac, Mahadevan et al. 2012). Además de estos efectos, en los 
últimos años se ha demostrado las acciones del etanol en el sistema 
inmunitario y su participación en muchas patologías (Szabo, Saha et al. 2015) 
incluyendo la hepatopatía alcohólica, pancreatitis, aumento en el riesgo de 
cáncer, etc. De hecho, el abuso de alcohol se asocia con daño en muchos 
órganos y sistemas afectando a nivel global al organismo como se ve en la 
figura 62 (Natarajan, Pachunka et al. 2015).  
 
Se sabe que el alcohol es un tóxico para las células neurales (Pascual 
and Guerri 2007) y muchos de sus efectos están relacionados con la forma en 
que esta molécula interactúa con los receptores de membrana de dichas 
células (Harris, Trudell et al. 2008). Otros estudios centrados en las diferentes 




caracteriza por una elevada ingesta en un corto periodo de tiempo, aportando 
información de cómo este patrón se ha relacionado con neurodegeneración 
(Pascual et al, 2007, Montesinos et al, 2015, (Crews, Collins et al. 2004). 
 
 Centrándonos en el daño que causa el etanol en el cerebro, 
encontramos muchísima bibliografía sobre los efectos de esta droga en el SNC; 
así como también de sus efectos cognitivos y conductuales; su abuso causa 
daño cerebral, disfunciones neurológicas y neurodegeneración (Crews and 
Nixon 2009), (Alfonso-Loeches and Guerri 2011). 
FIGURA 62: VISIÓN GENERAL DE LOS EFECTOS MULTIORGÁNICOS DEL ETANOL; 
EXTRAÍDO DE (NATARAJAN, PACHUNKA ET AL. 2015) 
 
Sin embargo, a pesar de las numerosas investigaciones e hipótesis 
propuestas sobre las acciones del alcohol sobre el cerebro, los mecanismos 
por los que el alcohol causa daño cerebral, neurodegeneración, y disfunciones 
cognitivas, siguen sin esclarecerse. 
 
Resultados de nuestro grupo han demostrado que el etanol puede 
causar daño cerebral causando neuroinflamación, por activación de receptores 
específicos del sistema inmune innato en el cerebro. Los primeros hallazgos 
se describieron en el año 2004 (Vallés, Blanco et al. 2004) e indicaban que el 
consumo de alcohol causaba un aumento de citoquinas inflamatorias en 




posteriores demostraron que el etanol, a través de su interacción con los 
microdominios de membrana, lipid rafts o balsas lipídicas, activaba ciertos 
receptores de membrana del sistema inmunitario, como el TLR4 y el IL-1RI, en 
células gliales derivando en la estimulación de su respuesta metabólica y 
activando vías de señalización (MAPK) y factores de transcripción (NF-kB, AP-
1). Esta activación genera un aumento de citoquinas y mediadores 
inflamatorios (Blanco, Vallés et al. 2005), Blanco et al., 2005, 2008; Fernandez-
Lizarbe et al, 2009) causantes de la neuroinflamación.  
 
De hecho, cuando se bloquean, tanto a los receptores TLR4 y el IL-
1RI, con anticuerpos bloqueantes ( Blanco et al., 2005) o mediante el uso de 
siARNs o células de ratones TLR4-KO, se elimina la generación de citoquinas 
y mediadores inflamatorios (Blanco, Valles et al. 2005; Blanco, Perez-Arago et 
al. 2008; Fernandez-Lizarbe, Pascual et al. 2009). La relevancia de estos 
resultados se demostró “in vivo” ya que mientras el consumo crónico de alcohol 
de alcohol en ratones causaba muerte neural, daño cerebral, alteraciones en 
la mielina y disfunciones cognitivas; la falta del TLR4, mediante el uso del 
TLR4-KO, se elimina la neuroinflamación, las alteraciones en la mielina, el 
daño en la mielina y las alteraciones cognitivas (Alfonso-Loeches, Pascual-
Lucas et al. 2010; Alfonso‐Loeches, Pascual et al. 2012).  
 
Sin embargo, nuevos hallazgos en los últimos años, en la regulación 
de la respuesta del sistema inmune innato, demuestran la participación de 
nuevos receptores que intervienen en dichos procesos. Los NLRs, por ejemplo, 
son unos receptores citoplasmáticos relacionados con la formación del 
complejo Inflamasoma / caspasa1 y con la producción y liberación de la 
citoquina IL-1β. La importancia en la respuesta de este complejo multiprotéico 
y en particular del NLRP3 viene dada por su implicación en diferente patologías 
y neuropatologías cono el Alzheimer (Heneka, Kummer et al. 2013; Tan, Yu et 
al. 2013) u otras enfermedades de carácter neuroiflamatorio y/o degenerativo 
relacionado con el SII (Heneka, Kummer et al. 2014). 
 
Con el fin de aportar nuestro granito de arena en los mecanismo 
moleculares de los efectos del etanol sobre el sistema inmunitario, nuestro 




por lo que el etanol influencia o activa al Inflamasoma NLRP3, así como su 
relación con la respuesta del TLR4 en los efectos que tienen el etanol en 
cerebro. 
 
El primer objetivo de nuestro trabajo fue evaluar los tipos de 
Inflamasomas que se expresaba en cerebro, sus niveles de expresión y cuál 
de los ellos se activaban por efecto del etanol. Nuestros resultados indican que 
tanto en corteza como hipocampo y cerebelo se detectan los ARN mensajeros 
de los Inflamasomas NLRP3, AIM2, NLRP1 y NLRP4 y de todos sus 
componentes como la CA1, ASC, Il-1β e IL-18. Sin embargo, de todos ellos el 
NLRP3 es el que muestra mayores niveles de expresión y, además, es el mejor 
caracterizado. De hecho, diferentes estudios demuestran su participación en el 
estrés celular derivado de la acción inflamatoria causada por el LPS, ATP, 
cristales de urato, etc. (Lamkanfi and Kanneganti 2010) así como en 
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer 
(Heneka, Kummer et al. 2013). 
 
Una vez determinado que el NLRP3 iba a ser el inflamasoma en el 
que íbamos a centrar nuestro trabajo, la siguiente cuestión fue el determinar 
qué región cerebral era la más adecuada para analizar los efectos del etanol. 
Las tres regiones cerebrales que evaluamos parecían ser capaces de activar 
al inflamasoma, ya que algunos trabajos habían observado aumentos de la 
citoquina IL-1β en cerebelo (Li, Chen et al. 2015), hipocampo (Summa, Jiang 
et al. 2015) y córtex cerebral (Pla, Pascual et al. 2014) tras un estímulo. Sin 
embargo, al analizar los resultados de expresión génica y de niveles proteicos 
en las diferentes regiones de cerebro, la corteza cerebral fue la región que 
presentaba unos mayores niveles de expresión tanto del NLRP3, como de la 
proteína de anclaje ASC y de los mensajeros de las citoquinas inmaduras IL-
1β y IL-18, por lo que nos centramos en esta región cerebral para evaluar los 
efectos del etanol en la activación del inflamasoma. De acuerdo con nuestros 
resultados, un reciente trabajo demuestra la expresión del NLRP3 en corteza 






Mediante el análisis del NLRP3 en corteza cerebral de ratones con 
consumo crónico de alcohol, nuestros resultados demuestran que el 
tratamiento con etanol incrementa los niveles de ARNm del NLRP3. Este 
resultado, por si solo, no es suficiente para presuponer un paralelismo con los 
niveles de proteína (Greenbaum, Colangelo et al. 2003; Maier, Güell et al. 
2009), por lo que nos propusimos determinar si el consumo crónico de alcohol 
también activaba los componentes postraduccionales del inflamasoma.  
 
Tal y como se ha comentado en la introducción, la activación del 
complejo proteico del inflamasoma NLRP3, se produce por diferentes 
estímulos que conllevan al reclutamiento de varias proteínas, incluyendo la 
proteína adaptadora ASC, que a su vez interacciona con la procaspasa-1 
inactiva, a través del dominio CARD. Finalmente, la caspasa-1 activada es la 
responsable de la maduración de pro-IL-1β y pro-IL-18, para obtener las formas 
biológicamente activas, IL-1β e IL-18 (Dey, Sinha et al. 2014; Sutterwala, 
Haasken et al. 2014). 
FIGURA 63: ILUSTRACIÓN DEL MECANISMO DE ACTIVACIÓN DEL INFLAMASOMA 
POR EFECTO DEL ALCOHOL 
Nuestros resultados demuestran que el consumo crónico de alcohol 
induce una activación de la CA-1, dando lugar a un aumento del péptido p-10 
correspondiente a la CA-1 activa y a un incremento en los niveles de proteína 




alcohol activa al NLRP3, al igual que lo hace el ATP y el LPS, activadores 
positivos del inflamasoma NLRP3, tal y como se ha descrito en otros trabajos 
(Liao, Chao et al. 2013).  
 
Los resultados del presente trabajo también indican que la activación 
del inflamasoma NLRP3 esta, en parte, mediada por la respuesta del TLR4. 
Estudios previos de nuestro laboratorio indican que el etanol activa tanto la 
respuesta como la señalización del TLR4 (Alfonso-Loeches, Pascual-Lucas et 
al. 2010), y los resultados derivados del presente trabajo demuestran que este 
receptor promueve la activación del NLRP3, en respuesta al estrés mediado 
por el consumo de alcohol. De hecho, demostramos que la ausencia del TLR4 
disminuye o anula la respuesta inflamatoria en la corteza de los ratones 
deficientes del receptor TLR4. Estos resultados confirman el papel del TLR4 
como primera respuesta inmune, tal y como se ha demostrado en otros 
modelos experimentales como los realizados en macrófagos por (Sassá, 
Ferreira et al. 2012). La activación del TLR4 induce un aumento en la pro-IL1β, 
que junto con un segundo estimulo puede conllevar a la activación del 
inflamasoma (Chilton, Embry et al. 2012). 
 
En resumen, nuestros resultados indican que el etanol activa el 
complejo NLRP3 en corteza cerebral y que esta activación se produce tanto en 
células gliales, astroglía y microglía como neuronas, corroborando la 
participación de las células gliales y las neuronas en la mediación de los 
efectos neuroinflamatorios tal y como se ha postulado en algunos trabajos 





6.2. Expresión de los diferentes inflamasomas en células gliales 
y su interacción con los TLRs 
 
Es sabido que tanto la astroglía como la microglía juegan un papel 
crítico en la respuesta del sistema inmunitario en el SNC respondiendo frente 
a patógenos y alérgenos (Savage, Lopez-Castejon et al. 2012). Aunque esta 
respuesta, en la que participan los receptores TLRs (Toll-like Receptors), 
puede ser positiva en la defensa contra las infecciones y daño neural, una 
respuesta exacerbada por parte de los astrocitos y la microglía puede causar 
neuropatología (Carpentier, D’Anne et al. 2008). Por tanto, dada la relevancia 
de las células gliales en la respuesta innata inmune, quisimos aportar una 
mayor información del efecto del etanol en los NLRs y analizar la posible 
participación de diferentes inflamasomas en las células gliales  
 
Mediante uso marcadores específicos de astrocitos (GFAP), microglía 
(Iba1) y neuronas (NeuN) y estudios de Inmunofluorescencia y co-localización, 
demostramos que no solo la microglía y astroglía participan en la respuesta 
inmune innata en el cerebro, sino que también las neuronas estarían jugando 
un papel relevante en detectar el estrés oxidativo ocasionado por el etanol. 
Estos resultados desmienten los estudios de otros trabajos en los que se indica 
que el efecto citotóxico de ciertos agentes, como el LPS, no afecta 
directamente a las neuronas, ni a su integridad axonal y que se requiere la 
presencia de la microglía para desencadenar un efecto neurodegenerativo 
(Lehnardt, Massillon et al. 2003).  
 
Como se ha indicado anteriormente, existe una relación entre la 
respuesta del receptor TLR4 y como éste determina la acción del etanol en la 
activación del inflamasoma. Sin embargo, existe escasa información del papel 
de los NLRs en la respuesta neuroinmune del etanol y si es la glía y/o las 
neuronas las que participan en la respuesta de los NLRs. A este respecto, 
durante años ha existido un debate referente a que tipos celulares neurales 
expresaban el TLR4, y cual era su respuesta. Algunos autores indicaban que 
el receptor TLR4 no se expresaba en todos los tipos neuronales del SNC 




limitaba a la microglía (Lehnardt, Lachance et al. 2002), aunque otros estudios 
ya demostraban su existencia en astrocitos ( Blanco et al., 2005). 
 
Estudios más recientes han confirmado que el mensajero del TLR4 se 
observa en astrocitos, microglía y neuronas en el SNC (Leow-Dyke, Allen et al. 
2012), aunque es justo indicar que la respuesta de los receptores TLR4 en 
neuronas no sigue las mismas vías de señalización canónicas que en las 
células gliales (Okun, Griffioen et al. 2011) 
 
Referente a los receptores NLRs, nuestros resultados muestran, por 
primera vez, que los diferentes Inflamasomas se expresan en astroglía y 
microglía, y aunque la expresión basal de los diferentes Inflamasomas (NLRP3, 
NALP1, IPAF y AIM2) es baja, el NLRP3 es el que presenta unos valores 
relativos de expresión más elevados. Es por ello por lo que elegimos al NLRP3 
para estudiar los mecanismos moleculares de su activación en cultivos 
primarios de astrocitos y microglía. 
 
 Como ya se ha comentado, el NLRP3 es el inflamasoma mejor 
estudiado y cuyos mecanismos de activación están bastante definidos (Man 
and Kanneganti 2016). Este inflamasoma se activa por multitud de señales 
incluyendo, PAMPs (patógenos),  DAMPs (restos celulares y compuestos 
toxico), LPS, ATP, e intervienen de manera directa o indirecta en su activacion 
(Mankan, Dau et al. 2012). Se ha sugerido, que para la activación del NLRP3 
se requiere una primera fase denominada “primming”, que ocurre cuando las 
células son activadas mediante un PRR como los TLRs, que activaría la 
señalización del NF-kB y la generación de pro-IL-1β y pro-IL-18. Esta respuesta 
primaría induce un aumento en la síntesis de los componentes del 
inflamasoma, señal pre-estimuladora. Una vez activada la primera señal, se 
activaria la segunda señal (específica del inflamasoma NLRP3), que lleva al 
ensamblaje de dicho inflamasoma.  
 
La activación del inflamasoma puede ocurrir en respuesta a estímulos 
ocasionados por diversos productos derivados de infecciones virales 
(adenovirus, influenza virus), toxinas como el lipopolisacáridos (LPS), ácidos 




urato monosódico u oxalato de calcio y moléculas de estrés celular (ejem,. 
ATP). Esta segunda señal es la que promueve la formación del complejo 
Inflamasoma, (Sutterwala, Haasken et al. 2014). Nuestros datos sugieren que 
el etanol, actuaría como un estimulador vía el receptor TLR4 y alertaría a la 
célula de que en el medio extracelular existe una alérgeno potencialmente 
dañino (Bianchi 2007). Una vez la célula presenta este estado de alerta, una 
segunda señal desencadenaría el reclutamiento y activación de los diferentes 
componentes del inflamasoma con la consecuente liberación de las citoquinas 
proinflamatorias IL-1β e IL18.  
 
Respecto a la IL-1β, esta citoquina, seguiría activando las células del 
entorno vía el receptor del IL-1RI (Blanco et al., 2005, (Crews and Vetreno 
2014). Como demostramos en los resultados, el uso de inhibidores de la 
caspasa 1 o la ausencia del receptor TLR4 propician una disminución del 
proceso inflamatorio. 
 
6.3. Acciones del etanol sobre los mecanismos inflamatorios 
mediados por la astroglía 
 
Centrándonos en los astrocitos, estas células gliales además de tener 
importantes funciones en el SNC como el mantenimiento de las neuronas, 
liberación de factores tróficos, homeostasis celular, regulación del iones y de 
glutamato extracelular, liberación de neurotransmisores entre otros (Kimelberg 
and Nedergaard 2010), también son capaces de detectar patógenos o estrés 
por contaminantes moleculares y expresar antígenos del complejo mayor de 
histocompatibilidad (MCHII) y cofactores de estimulación del sistema inmune 
como B7 o CD40 (Gimsa, Mitchison et al. 2013). Además, participan 
activamente en la regeneración axonal al generar factores tróficos de 
crecimiento neuronal y citoquinas en astrocitos reactivos (Shi, Wang et al. 
2015). 
 
Referente a la posible activación del inflamasoma en astrocitos, lo 
primero era la novedad del tema, ya que no existían datos en la literatura que 




mecanismos participaban en su activación. Por tanto, intentando aportar más 
información sobre los mecanismos de activación del inflamasoma por el etanol 
y basándonos en datos recientes, que demostraban que la producción de ROS 
podrían ser una señal celular que desencadenara la activación del 
inflamasoma (Kepp, Galluzzi et al. 2011; Zhou, Yazdi et al. 2011), decimos 
comprobar si el etanol activaba los ROS y esto desencadenaba la activación 
del inflamasoma NLRP3. 
 
Como hemos comentado anteriormente, la activación del NLRP3 
requiere de dos estímulos, uno inicial que activa y estimula la producción de 
los componentes del inflamasoma y una segunda señal que sería la que 
promueve el reclutamiento del complejo multiprotéico. Esta segunda señal 
puede estar mediada por un moléculas asociadas al estrés celular como un 
aumento en el ATP, por especies reactivas de oxigeno ROS (Nakahira, Haspel 
et al. 2011) o por un aumento en el flujo de cationes K+ a través de la proteína 
de membrana mitocondrial ATPasa (Petrilli, Papin et al. 2007). 
FIGURA 64: SEÑALIZACIÓN DE DAÑO Y MUERTE CELULAR MEDIANTE ESPECIES 
ROS POR PARTE DE LA MITOCONDRIA (KEPP, GALLUZZI ET AL. 2011). 
 
Nuestros resultados en astrocitos demuestran que, al igual que ocurre 
con los activadores del inflamasoma, LPS o ATP, (Ogura, Sutterwala et al. 
2006), el etanol tiene la capacidad de inducir la producción de ROS 
mitocondrial (ROSm) que actuaría como segunda señal causando el 




liberación de IL-1β e IL-18. Esta conclusión la avalan los resultados que 
demuestran que al bloquear o inhibir: 1) los niveles de ROSm, con mito-Tempo, 
2) la actividad de la proteína NLRP3 con péptidos bloqueantes, o 3) la actividad 
caspasa1, con el inhibidor Y-VAD, disminuyen los niveles de ROS mitocondrial 
y la consecuente activación del inflamasoma NLRP3 y liberación de las 
citoquinas IL-1β y IL-18.  
 
Las consecuencia de la activación del inflamasoma, promueve la 
generación de especies reactivas de oxigeno, que conllevan, en última 
instancia, a que las células dañadas o a células de su entorno, modifiquen su 
programación celular y entren en un estado de muerte (McIlwain, Berger et al. 
2013). El tipo de muerte celular que se asocia con la activación del 
Inflamasoma y la caspasa 1 se denomina piroptosis (Miao, Leaf et al. 2010). 
Este es un tipo de muerte por necrosis, en donde se rompe la membrana 
celular liberándose los componentes citoplasmáticos al medio extracelular y 
provocando una liberación de la IL1β y IL-18 en grandes cantidades. 
 
FIGURA 65: DIAGRAMA DE ACTIVACIÓN DEL INFLAMASOMA Y EL APOPTOSOMA. 
La formación de los complejos apoptosoma e inflamasoma son dependientes de la 
actividad de la caspasa 3 y 1 respectivamente. Extraído de: NLRs at the intersection of 






El otro efecto que investigamos, fue analizar si la liberación de ROS, 
inducida por el etanol, pudiera causar daño mitocondrial. De hecho, se conoce 
que cuando la célula detecta estimulos que induzcen daño mitocondrial, se 
activan una secuencia de reacciones que conducen a la célula a entrar en 
apoptosis (Shimada, Crother et al. 2012). Como se demuestra en la figura 65, 
en este mecanismo juegan un papel importante las proteínas Apaf1 y las 
caspasas 9 y 3, lo que desencadena la activación del complejo proteico del 
apoptosoma (Cain, Bratton et al. 2002).  
 
Nuestros resultados, demuestran que el etanol activa tanto la vía de 
muerte celular por piroptosis como por apoptosis. Estos dos procesos y 
complejos proteicos, inflamasoma y apoptosoma, comparten muchas 
similitudes respecto a su respuesta al estrés celular. Ambos mecanismos 
pueden interaccionar de forma conjunta y su actividad individual depende del 
tipo e intensidad de la señal, aunque no se conocen con exactitud los 
mecanismos moleculares que promueven su formación y activación (Chai and 
Shi 2014). 
 
Otro aspecto novedoso de nuestro trabajo, es el papel que juega el 
receptor TLR4 dentro de la ruta de activación del inflamasoma y del aumento 
de los niveles de ROSm. Nuestros resultados muestran que el etanol induce 
cambios en ROSm, que se asocian con modificaciones en los patrones de 
muerte celular. Además, indican que en aquellos tejidos o cultivos celulares de 
astrocitos, en los que el receptor carece de actividad (TLR4-KO), se elimina o 
se atenúa, tanto la señal primaría, como el aumento de la oligomerización del 
complejo NLRP3/ASC y la señal secundaría de aumento de los niveles de 
ROSm. Estos resultados muestran el papel de este receptor en el inicio del 
proceso de la activación del inflamasoma. 
 
Es interesante resaltar que estudios recientes han demostrado la 
activación del inflamasoma NLRP3/ASC en cerebelo de ratones con consumo 
de alcohol y la participación de los TLRs en este proceso. Sin embargo no 
abordan los mecanismos moleculares de las interacciones entre ambos 





 Nuestros resultados previos indicaban que etanol activa el TLR4 en 
células gliales, causando un aumento de mediadores inflamatorios que 
conlleva a neuroinflamación (Alfonso-Loeches, Pascual-Lucas et al. 2010). 
Utilizando cultivos de astrocitos estimulados con concentraciones de 10mM de 
etanol, se demostró que el etanol altera a los microdominios de membrana 
“lipid rafts” causando una dimerización y activación de los receptores TLR4. La 
respuesta de estos receptores conlleva a la estimulación de vías de 
selalizacion , MyD88, MAPK, y activación de factores de transcripción , NF-kB, 
AP-1, que conducen a la generación y liberación de citoquinas inflamatorias, 
como la IL-1β (Blanco and Guerri 2007). 
 
 El bloqueo del TLR4, mediante el uso de ARNs de interferencia o la 
utilización de cultivos primarios de astrocitos de ratones TLR4-KO, elimina la 
liberación de citoquinas y mediadores inflamatorios que induce el etanol 
(Alfonso-Loeches, Pascual-Lucas et al. 2010). Los resultados in vivo también 
demuestran que la carencia de los TLR4, mediante el uso de ratones TLR4-
KO, previene los daños que causa el consumo crónico de alcohol, incluyendo 
las alteraciones en la mielina y la muerte neural que causa el alcohol en corteza 
cerebral (Alfonso‐Loeches, Pascual et al. 2012). 
 
Partiendo de estos estudios previos, nuestros resultados aportan 
nuevas evidencias y mecanismos moleculares de los efectos del etanol en 
astroglía, ya que demostramos que, aunque los receptores TLR4 ejercen un 
papel crítico en la neuroinflamación asociada con el abuso de alcohol, parte de 
esta respuesta inflamatoria estaría mediada por la activación del inflamasoma 
NLRP3 en células astrogliales de corteza cerebral de ratones TLR4 (+/+). Es 
interesante resaltar que los trabajos del grupo de Fulton Crews demuestran 
que etanol inhibe la neurogénesis en hipocampo y esta inhibición esta medida 
por la activación de los Inflamasomas NLRP1 y NLRP3 (Zou and Crews 2012). 
 
En resumen, nuestros resultados demuestran por primera vez que el 
etanol activa al Inflamasoma NLRP3. Dicho mecanismo estaría basado en una 
primera activación del TLR4, que generaría una respuesta inflamatoria 
primaria. Esta señal indicaría a la célula la presencia de un estado de estrés 




el efecto del alcohol alteraría la integridad de la mitocondria generando un 
aumento de ROSm. Este aumento de los niveles de oxidación celular generaría 
una segunda señal promoviendo la oligomerización del complejo NLRP3 con 
la consiguiente activación y maduración de citoquinas proinflamatorias. 
 
Si estas señales se prologan más en el tiempo, como ocurre en 
estados crónicos, el aumento del daño mitocondrial junto con el aumento de 
especies reactivas de oxígeno, exacerbarían y activarían más acusadamente 
al NLRP3 dando lugar a un cambio en la programación celular y a la entrada 
en un estado de piroptosis por un aumento en los niveles de citoquinas pro-
inflamatorias como la IL-1β, IL-18 en el espacio extracelular. En esta etapa de 
la neuroinflamación, un aumento en el medio de estas citoquinas inflamatorias 
activarían al receptor IL-1R1 de las células del entono neuronal, con la posible 
entrada en apoptosis de las células afectadas participando en los procesos de 
desmielinización y muerte neuronal (Tasçı, Okay et al. 2003),. 
 
6.4. El papel de la microglía en la neuroinflamación mediada por 
etanol 
 
El papel de la microglía en la neuroinflamación ha sido ampliamente 
estudiada ya que estas células gliales se les consideran los macrófagos del 
cerebro y participan no solo en la respuesta inmune innata, sino que también 
ejercen un papel beneficioso y de protección frente al daño liberando factores 
tróficos o facilitando los mecanismos de reparación neuronal (Man and 
Kanneganti 2016). De hecho, la microglía participa en los mecanismos de 
plasticidad y desarrollo cognitivo (Kimelberg and Nedergaard 2010). 
 
Como hemos comentado anteriormente, la microglía expresa los 
receptores TLRs y NLRs, que son determinantes en la coordinación de la 
respuesta inflamatoria cuando la célula detecta un daño a nivel molecular. Esta 
respuesta inflamatoria, aunque en un primer momento intenta eliminar y 
proteger la homeostasis celular, una sobre-activación de su respuesta pro-
inflamatoria desencadena un daño estructural y metabólico en las células 





Antes de entrar en la relación existente entre los NLR y TLR, uno de 
los primeros aspectos que valoramos en el estudio de los efectos del alcohol 
en corteza cerebral de ratones y la activación de la microglía causada por el 
etanol, fue evaluar el cambio en la morfología de este tipo celular y su relación 
como indicador de la presencia de microglía reactiva (Qin and Crews 2012). 
Nuestros resultados demuestran que el consumo de alcohol induce una 
activación de la microglía, ya que observamos que el etanol induce el paso 
desde el estado de reposo de la microglía, caracterizado por células con cierta 
arborización, a una activación caracterizada por un cambio en su morfología, 
adoptando un estado más fusiforme similar a los macrófagos.  
 
Estos resultados in vivo, coinciden con los observados en cultivos 
primario de células de microglía, en ellos se aprecia una trasformación de las 
células observando cómo adoptan un aspecto fusiforme cuando se estimulan 
con etanol y son capaces de fagocitar (Fernandez-Lizarbe, Pascual et al. 2009) 
(Walmsley, Katsikis et al. 1996). Los resultados de la microglía en cultivo 
también demostraron que el etanol causaba una liberación de citoquinas pro-
inflamatorias, incluyendo la IL-1β, y que dicha liberación era dependiente de la 
respuesta del TLR4. En anteriores trabajos del laboratorio también se 
demuestra que la adición del medio condicionado de microglía estimulada con 
etanol, inducía muerte neuronal, (Fernandez-Lizarbe, Pascual et al. 2009) 
(Walmsley, Katsikis et al. 1996).  
 
Retomando la relación existente entre estos dos tipos de receptores, 
unos citosólicos como los NLR y los otros asociados a membrana (TLR), 
merece destacar que la activación de ambos receptores conllevan a la 
liberación de citoquinas pro-inflamatorias, y específicamente a la producción 
de la IL-1β, y otras citoquinas de la misma familia (IL-18 e IL-33). Estas 
citoquinas intervienen en la defensa frente a las infecciones por patógenos 
(Becker and O’Neill 2007). Sin embargo, los mecanismos moleculares que 
están involucrados en activación de los TLRs/NLRs en células neurales y su 






 Nuestros resultados demuestran que el etanol activa el inflamasoma 
NLRP3 en microglía tanto en corteza cerebral de ratones con consumo de 
alcohol como en cultivos primarios corticales de células microgliales. En ambas 
situaciones experimentales, observamos que la función del receptor de 
membrana TLR4 es indispensable para la activación del inflamasoma NLRP3. 
De hecho, los resultados in vivo muestran que el consumo crónico de alcohol 
induce un aumento de la actividad caspasa 1 en microglía o células Iba1 
positivas, en cerebros de ratones TLR4 (+/+), así como la generación de IL-1β 
y IL-18 en extractos proteicos de corteza cerebral.  
 
 Los resultados in vivo y en cultivo de microglía, confirman además la 
participación de los TLR4 en la activación del inflamasoma NLRP3, ya que la 
carencia de este receptor elimina, tanto la actividad de la CA1 como la 
formación del complejo NLRP3, indicando que el aumento de las citoquinas IL-
1β y IL-18 estaría mediado por la actividad de este receptor en la activación 
por etanol.  
FIGURA 66: RESUMEN DE LOS PROCESOS, RUTAS Y COMPLEJOS AFECTADOS 






 Como hemos descrito anteriormente, la liberación de citoquinas y la 
activación de la CA-1 era mucho menor en ratones TLR4 (-/-) con o sin 
tratamiento alcohólico, aportando otro dato a favor de la importancia del TLR4 
en los efectos inflamatorios del etanol. Sin embargo, en nuestros resultados se 
aprecia que no se elimina totalmente la liberación de citoquinas y la actividad 
casapasa1 al comparar los datos de los ratones TLR4 (-/-) y los TLR4 (-/-)-
EtOH.  Estos resultados sugerían que, además del efecto del TL4 es posible 
que, a nivel de la microglía en corteza cerebral, no solo esté actuando el 
receptor TLR4 y que podría haber una activación alternativa de la caspasa 1 y 
liberación de IL-1β, (Netea, Simon et al. 2010). 
 
Partiendo de lo observado en astrocitos y con el fin de determinar si 
el mecanismo molecular de la activación del inflamasoma en microglía era 
semejante, evaluamos la posible generación de ROS mitocondrial y su 
participación en la activación del inflamasoma NLRP3. De hecho, trabajos 
anteriores habían demostrado que el etanol incrementa los ROS en microglía, 
contribuyendo a su activación (Chen, Ba et al. 2008). Sin embargo, en dicho 
trabajo no se analiza los mecanismos y consecuencias del aumento de ROS. 
(Boyadjieva and Sarkar 2013). Como demuestran nuestros resultados, el 
mecanismo molecular de la activación del NLRP3 se repite en microglía y se 
vuelve a observar como el etanol causaría un aumento de los niveles de IL-1β 
y este efecto depende de los TLR4 y de la generación de ROS mitocondriales, 
que actuarían como segunda señal, induciendo un reclutamiento y activación 
del complejo multiprotéico NLRP3 en las inmediaciones de la mitocondria. 
 
Los estudios de (Qin and Crews 2012), apoyarían nuestros resultados 
al indicar que la activación del estrés oxidativo por la acción de NOX y la 
liberación de ROSm derivado del efecto del etanol contribuye a la activación 
de la microglía y el aumento de la neurotoxicidad. Al igual que en astrocitos, el 
TLR4 tiene un papel fundamental en la transducción de la señal del etanol ya 
que, estos efectos de activación de la neuroinflamación y estrés oxidativo, no 
se observan con la misma significatividad estadística en las ratones TLR4 (-/-) 





6.5. El etanol incrementa los niveles de infiltrados leucocitarios 
en el cerebro 
 
Dentro de los resultados que obtuvimos en este trabajo, uno de los 
que más controversia nos generaba eran los relacionados con los signos de 
infiltración leucocitaria que aparecían en los cerebros de los ratones crónicos 
tratados con etanol. Hasta hace unos años, se pensaba que la barrera 
hematoencefálica (BHE) protegía al cerebro de la entrada de patógenos, 
tóxicos y de otros compuestos del sistema inmunitario del torrente circulatorio, 
y solamente las células residentes del sistema inmunitario en cerebro, como la 
microglía o astroglía, eran capaces responder a los antígenos en cerebro 
(Barker and Billingham 1973). De hecho, la BHE es una barrera de 
permeabilidad altamente selectiva que separa la sangre que circula en el fluido 
extracelular cerebral en el sistema nervioso central.  
 
La BHE permite el paso de agua, algunos gases y moléculas solubles 
en lípidos por medio de difusión pasiva, así como el transporte selectivo de 
moléculas tales como glucosa y aminoácidos, que son cruciales para la función 
neuronal. Sin embargo, la BHE impide la entrada de compuestos lipófilos o 
sustancias neurotóxicas por medio de un mecanismo de transporte activo 
mediado por la glicoproteína P (Farhat, Waheed et al. 2013). Además, las 
células endoteliales restringen la difusión de objetos microscópicos (por 
ejemplo, bacterias) y moléculas grandes o hidrófilos en el líquido 
cefalorraquídeo. Sin embargo hay que resaltar , que un pequeño número de 
regiones en el cerebro, incluyendo los órganos circuventriculares, no tienen 
barrera hematoencefálica (Grasso, Piscopo et al. 2014). 
 
Estudios de la última década han demostrado que en determinadas 
condiciones de estrés o daño por traumatismo, se aprecia la aparición de 
células sanguíneas del sistema inmune en las inmediaciones de las zonas 
afectadas (Holmin, Söderlund et al. 1998). Posteriormente se descubrió, que 
no sólo la presencia de un daño físico en el cerebro era suficiente para inducir 
la infiltración leucocitaria y que determinados tratamientos activaban al sistema 




Estos resultados indican que la presencia de un daño celular, que activa la 
respuesta inflamatoria, podría estar afectando a la integridad de la BHE, con la 
consecuente llegada al cerebro de células del sistema inmune sanguíneo 
perifetrico. 
 
Nuestros resultados muestran un aumento de marcadores de 
infiltración leucocitaria en córtex de cerebros de animales con consmo crónico 
de alcohol. De hecho, encontramos un aumento en el número de células que 
expresan marcadores de superficie celular CD11, como microglía, neutrófilos, 
y monocitos (Jones, Anderson et al. 1988) y la presencia de poblaciones con 
expresión CD45+/Cd11b+ lo cual indica o sugiere infiltración leucocitaria 
asociada con daño causado por el consumo de alcohol y la activación de las 
rutas de inflamación. 
 
Para aportar más información acerca de patrón de infiltración, 
observamos como el nivel de determinadas proteínas cuya expresión es 
específica de células leucocitarias, como de CD45, MPO, CD68 y la 
metalonoproteinasa 9 (MMP-9), incrementaban en cerebro de ratones TLR4 
(+/+) con tratamiento crónico de etanol. Además, observamos como la 
ausencia del TLR4, eliminaba los infiltrados en cerebros de ratones TLR4 (-/-) 
con consumo de alcohol. 
 
Estos resultados sugieren que el etanol, no solo activa la microglía, 
sino que el efecto de dicha activación estaría relacionado con una alteración 
de la BHE produciendo un aumento de la infiltración leucocitaria en las zonas 
dañadas. Este aumento de la infiltración está relacionado con la activación del 
inflamasoma NLRP3 y la producción de IL-1β (Shaftel, Carlson et al. 2007). 
Una posible explicación que encontramos en la bibliografía es que el aumento 
en ROS mitocondrial, que induce el alcohol, produciría la activación de las 
MMPs (Lee, Lee et al. 2010) causando el daño en la BHE (Haorah, Knipe et al. 
2007). A este respecto, observamos que el tratamiento con etanol aumenta la 
expresión de MMP-9, enzima relacionada con la degradación de la matriz 
extracelular y el procesamiento proteolítico del Brevican que es a su vez 
degradado por la MMP-9 (Pattingre, Espert et al. 2008). El tratamiento de 




diversas quemoquinas y citoquinas (IL-1β, MCP-1/CCL2, CXCL2, y CCL3) que 
se asocian con procesos neuroinflamatorios y con la respuesta de los TLR4. 
 
Tanto las citoquinas como las quemoquinas juegan un papel 
determinante en el mantenimiento de la adecuada funcionabilidad de sistema 
inmune en el cerebro y el tráfico de leucocitos además del reclutamiento de 
otros factores inflamatorios (Takeshita and Ransohoff 2012). Elevados niveles 
de citoquinas promueve la invasión de linfocitos y neutrófilos como respuesta 
del sistema inmune innato (Kielian, Barry et al. 2001). Algunos trabajos indican 
que un aumento de los niveles de IL-1β de forma continuada, provoca el 
aumento de quimioquinas y moléculas de adhesión (Scott and Ono 2011). Un 
aumento en ciertas quimioquinas (MCP-1, CCL3 y CX3CL1), se ha observado 
en cerebro de modelos experimentales y en muestras de alcohólicos (Scott and 
Ono 2011). Estas quimioquinas las encontramos también en corteza cerebral 
de ratones TLR4 (+/+) con consumos de alcohol  
 
De acuerdo con nuestros resultados, un trabajo reciente demuestra 
que el alcohol altera la integridad de la BHE en necropsias de cerebros de 
individuos alcohólicos. Mediante estudios de inmunohistoquímica, este trabajo 
muestra reducciones en la expresión de proteínas de la lámina basal, del 
colágeno-IV y de proteínas asociadas con las uniones estrechas, como la 
claudin-5 en el córtex pre frontal de alcohólicos (Rubio‐Araiz, Porcu et al. 2016). 
Además, observan un incremento de la actividad de la MMP-9 y de la expresión 
de P- ERK1/2 and p-38 junto con un mayor número de células CD45+ IR, 
GFAP+ IR, Iba-1+IR que reflejan neuroinflamación asociada con astrogliosis y 
microgliosis. 
 
Una pregunta que surge, ante los resultados obtenidos, es si la 
neuroinflamación asociada con el consumo/abuso de alcohol, se origina en 
cerebro por la activación de los receptores TLR4/NLRP3 gliales, o en parte es 
debida a una alteración de la BHE lo que conllevaría a una infiltración 
leucocitaria y de macrófagos u activación de los receptores gliales. 
 
Hay que considerar que la células endoteliales, que son un 




al. 2010). Estas células pueden recibir señales inmunitarias desde el cerebro o 
desde el torrente sanguíneo y liberar citoquinas en el cerebro, que pueden 
activar a las células gliales y a las neuronas. Por tanto, aunque el etanol puede 
activar directamente in vitro a la glía y a los receptores TLR4 y NLRP3, no se 
puede asegurar si la neuroinflamación asociada al consumo de alcohol resulta 
directamente desde el cerebro o es el resultado de la respuesta de los TLR4 
periférico, al menos en un consumo cronico. De hecho, algunas evidencias 
sugieren que puede haber una interacción entre ambos sistemas (Roach, 
Racioppi et al. 2013).  
 
A modo de resumen, nuestros resultados demuestran que el 
tratamiento crónico de etanol produce, en corteza de ratones TLR4 (+/+), un 
aumento de la microglía reactiva asociada a la activación del complejo 
inflamasoma TLR4/NLRP3 y la generación de citoquinas y quimioquinas. La 
acción conjunta de estos procesos parece estar relacionada con la disminución 
de la integridad de la BHE facilitando la infiltración leucocitaria en el SNC. 
Finalmente recalcar que los resultados vistos en ratones TLR4 (-/-) nos indica 
que este receptor es un punto clave para observar estos efectos. 
 
6.6. Alteración de los niveles de miARNs en cerebros de 
ratones tratados crónicamente con etanol 
 
Como se ha descrito en la introducción, los MicroARNs (miARNs o 
µARNs) son pequeñas moléculas de RNA no codificante que intervienen en la 
regulación la expresión génica modificando los procesos de traducción y 
transcripción genética (Vaucheret, Vazquez et al. 2004; Kloosterman and 
Plasterk 2006). En la actualidad unas 1000 secuencias de miARNs de ratón 
forman parte de la base bioinformática miRBase (Griffiths-Jones 2006) y su 
número crece diariamente. 
 
El mecanismo de regulación de estas pequeñas moléculas se inicia 
con una maduración mediante la maquinaría molecular DICER/miRISC para 




complementariedad parcial con ARNs mensajeros específicos. Los miARNs se 
unen mayoritariamente a la región 3’no codificante (3’-UTR), aunque también 
se ha visto que tienen la capacidad de unirse tanto a la región 5’ no codificante 
(5’-UTR) (Sacco and Masotti 2012) como a la región codificante (Reczko, 
Maragkakis et al. 2012) de los mensajeros. Esta unión actúa como un marcaje 
para la eliminación del mensajero afectado o también como parada de la 
traducción por parte de los ribosomas (He and Hannon 2004). La alta 
potencialidad reguladora de estas moléculas se debe a su capacidad de que 
un solo miARN puede unirse a diferentes mensajeros y por lo tanto, afectar a 
diferentes transcritos. Es importante resaltar su potencial como regulador, ya 
que no solo puede actuar como regular intracelular, sino que la última década 
se ha visto su papel como biomarcador de diferentes patologías como en 
diabetes tipo II o cáncer (Chen, Ba et al. 2008) así como en enfermedades 
neurodegenerativas (Grasso, Piscopo et al. 2014). 
 
Debido a que este tipo de moléculas son muy susceptibles a la 
degradación, por parte de las nucleasas, se han postulado diferentes vías de 
salida al espacio extracelular, a traves de proteínas especificas de unión a ARN 
(RBP de sus siglas en inglés), como ARGO1 y 2 (Gibbings, Ciaudo et al. 2009), 
vesículas lipídicas que facilitarían la comunicación célula-célula (Rayner and 
Hennessy 2013). Sin embargo, su mecanismo no está totalmente esclarecido. 
 
El hecho de que actualmente los datos e información sobre estas 
moléculas tengan un impacto científico importante, ha conllevado al desarrollo 
de nuevas técnicas de análisis de datos masivos que nos permiten evaluar el 
significado biológico de los miRNAs. Hasta hace unos años la técnica más 
utilizada para el estudio del ARN era el Northernblot y posteriormente la 
tecnología de los Microarrays. Pero actualmente, en la edad de las ciencias 
Omicas, la secuenciación masiva ha dado un paso de gigante en lo que al 
análisis y generación de datos masivos se refiere (Metzker 2010). Además, 
aporta la característica de que ya no es el investigador el que selecciona los 
ARNs a estudiar, como en la metodología de los arrays, sino que la 
secuenciación masiva aporta una información global de los genes o miARNs 





En nuestro estudio, tuvimos la oportunidad de realizar el experimento 
mediante la tecnología de secuenciación masiva con la plataforma de Illumina, 
que aporta mayor cobertura de lecturas a un coste menor (Loman, Misra et al. 
2012). Al utilizar este tipo de tecnologías, uno de los puntos más determinantes 
es la fase de control de calidad del ARNtotal y de la fracción de smallARN 
aislados. Nuestros resultados muestran unos valores altos y óptimos en todas 
las muestras de corteza cerebral de ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-) con y sin 
tratamiento con etanol. Gracias a la realización minuciosa de este punto de 
control, tanto las librerías que se obtuvieron para la secuenciación masiva, 
como los datos de calidad respecto a las secuencias generadas, nos aportaron 
una gran cantidad de información con la que poder comparar el efecto del 
etanol en la expresión y niveles de miARNs.  
 
Con estos resultados pudimos comprobar cómo se altera el patrón de 
expresión, por efecto del etanol, o por la presencia o ausencia del receptor 
TLR4, asi como evaluar el mecanismo de regulador. La fase previa a la 
detección de aquellos miARNs, se centró en los procesos de normalización y 
determinación de las secuencias. Esta fase nos indicó que de los, 
aproximadamente 4 millones de lecturas que teníamos por muestra, más de un 
millón de lecturas presentaban unos valores de calidad (Q) y un alineamiento 
único contra secuencias depositadas en las base de datos que reconocían a 
ARNs de pequeño tamaño (Tam, Tsao et al. 2015). 
 
Los siguientes pasos a realizar, una vez identificadas las secuencias 
específicas de miARNs, fue la normalización de los resultados, la identificación 
de los miARNs presentes en nuestras muestras y la obtención de las 
diferencias de expresión de los miARNs encontrados (Garber, Grabherr et al. 
2011). 
 
Las alteraciones en la expresión y niveles de los miARNs en el 
cerebro, relacionados con el consumo de alcohol, está siendo de gran interés 
en la comunidad científica. Así, datos recientes indican que la exposición al 
etanol de cultivos de células madre neuronales fetales disminuye los niveles 
de miR-9, miR-21, miR-153 (Tsai, Bake et al. 2014). En relacion al tema de 




y la neuroinflamación associada con el consumo de alcohol, asi como en la 
regulación de la liberación de las citoquinas como TNF-α, MCP1 y IL-1β en 
cerebelo de ratón (Lippai, Bala et al. 2013)  
 
Nuestros resultados muestran como se detectan hasta 90 miARNs 
con una cantidad de lecturas superior a 100 contajes. Una vez identificados 
estos miARNs, los datos aportados por la SM nos indicaban la presencia de 
familias de miARNs como la Let7 o mir-9 relacionadas con procesos 
teratogénicos (Büssing, Slack et al. 2008) o inflamatorios (Bazzoni, Rossato et 
al. 2009) respectivamente. Asi mismo, hemos identificado diferentes miARNs 
relacionados con la inflamación, como el mmu-mir-26a-2, regulador de la BHE 
y de la respuesta al LPS y estimulador de la microglía vía TLR4 (Lopez-
Ramirez, Reijerkerk et al. 2016; Lykhmus, Mishra et al. 2016).  
 
Aunque nuestros resultados muestran el potencial efecto regulador 
del etanol sobre la expresión de los miARNs, nos quedaba por evaluar cuáles 
de estos miARNs estaban diferencialmente expresados en cerebros expuestos 
al etanol, y cuáles de ellos estaban relacionados con la neuroinflamación o 
identificados como posibles biomarcadores de daño celular. Dentro de los 
miARNs que indicaban alteración en sus niveles de expresión, decidimos 
analizar con mayor profundiad, aquellos miARNs con diferencias significativas 
entre los grupos TLR4 (+/+) vs TLR4 (+/+)-EtOH y así evaluar como estaba 
afectando el etanol a los miARNs y su relación con la neuroinflamación y el 
daño celular. 
 
De los miRNAs que analizamos, uno de los más significativos fue el a 
miARN mir-100, que participa regulando la proteína mTOR y su papel en  la 
autogagia y en cáncer  (Pattingre, Espert et al. 2008). De hecho, usando el 
mismo modelo experimental de ratones con consumo de alcohol (TLR4+/+, 
TLR4-/-), los resultados de nuestro laboratorio demuestran que, el consumo 
crónico de alcohol, altera los niveles de mTOR, afectando las vías de autofagia 
y contrubuyendo a la neurodegeneracion associada con el abuso de alcohol  
(Pla et al., 2014). Al mismo tiempo, un aumento de este mir-100 se ha 




de crecimiento de insulina IGF1, lo que en segunda instancia inhibiría la ruta 
de mTOR bloqueando el crecimiento tumoral (Gebeshuber and Martinez 2013).  
 
Referente a la neurodegeneración, que causa el abuso de alcohol, 
encontramos incrementos en los miRNA125a y miRNA125b en cortezas de 
animales con consumo crónico. Estos miRNAs, se han relacionado con 
alteraciones de la BHE, enfermedad de Alzheimer o con la liberación de ROS. 
(Kim, Yuk et al. 2015; Lopez-Ramirez, Reijerkerk et al. 2016, Xu, Zhao et al. 
2016)  
 
Otro miARN interesante es el mir-149 y el mir-486 cuya expresión 
aumenta de 6,3 y 8,1 veces por el tratamiento de etanol y un p-valor de 0,026 
y 0,01 respectivamente. El miRNA149 altera la ruta clave en la división celular 
AKT/PI3K, y un incremento en sus niveles se ha relacionado con apoptosis vía 
caspasa 3, (Lin, Lin et al. 2010), lo que estaría de acuerdo con los datos de 
nuestro trabajo  
 
Nuestros resultados demuestran que el consumo crónico de alcohol, 
no solo incrementa los niveles de ciertos miARNs, sino que también aparecen 
una serie de miARNs con una bajada de sus niveles por este tratamiento. 
Dentro de esta categoría comentar los procesos derivados de la regulación 
negativa del miRNA-26a. Este miARN sufre una disminución de su expresión 
cuando esta activada la ruta del NF-kB, (Rasheed, Al-Shobaili et al. 2016), lo 
que estaría de acuerdo con nuestros resultados, ya que el alcohol mediante la 
activación TLR4 induce la estimulación de NFkB y a la liberación de citoquinas 
(Fernandez-Lizarbe et al., 2009; Alfonso-Loeches, et al, 2010). Merece también 
destacar otro miARN que disminuye su expresión como la familia de let7. 
 
Aunque no vamos a comentar la participación de cada uno de los  
miRNAs que se alteran con el tratamiento de alcohol, si encontramos hasta 38 
miARNs relacionados con la neuroinflamación, o vías inflamatorias. De hecho, 
en la tabla 13 muestran aquellos miARNs específicos, en los que en nuestras 
condiciones de estudio, el etanol tiene un efecto de reducción de la cantidad 
de miARN en la corteza cerebral de ratones TLR4 (+/+). Una vez analizados 




que podrían estar alterando los procesos inflamatorios en el SNC. Por ejemplo, 
el mmu-mir-183 afecta al gen de la proteína MAL2, relacionada con la 
formación de balsas lipídica, con lo que un aumento de los niveles de este 
miARN, por efecto del etanol podría, estar regulando positivamente la 
expresión de este tipo de proteinas y estaría en sintonía con los trabajos de 
(Pascual‐Lucas, Fernandez‐Lizarbe et al. 2014) sobre balsas lipídica y la 
activación de los receptores TLR4.  
 
Siguiendo con los datos que nos aporta la tabla 13, vemos como dos 
miARN, miARN 9-2 y 9-3, cuya funcionabilidad va conjunta, también aparecen 
alterados, y presentan una regulación negativa por efecto del etanol 
descendiendo sus niveles en -4.7 y -5.1, respectivamente. Cabe destacar, que 
una bajada de estos miARNs se ha relacionados con la teratogénesis del etanol 
(Pappalardo‐Carter, Balaraman et al. 2013). Otros estudios indican como la 
ausencia de estos miARNs, por mutaciones dirigidas, afectan a la 
neurogénesis y la proliferación celular (Shibata, Nakao et al. 2011). Es 
importante resaltar que el alcohol es un neuroteratógeno y afecta la 
neurogénesis y la proliferación celular (Guerri and Alfonso-Loeches et al., 
2011) 
 
Otros miRNAs alterados por el consumo de alcohol y relacionados con 
enfermedades neurodgenerativas incluyen, el mir-26a, que se ha considerado 
como biomarcador en las diferentes fases de esclerosis múltiple (Shi, Wang et 
al. 2015), y en la modulación de citoquinas proinflamatorias en esta patología 
(Rohr, Marban et al. 2003). Tambien observamos cambios en los niveles del 
mir-15a que se ha relacionado con una reducción de este miARN en los niveles 
de células CD4+ indicando relación en la esclerosis multiple (Man and 
Kanneganti 2016). Además, el MiR-15a/16 regula la apoptosis y el estrés 
oxidativo (Cao, Zhang et al. 2016). 
 
Finalmente nos fijamos en un grupo de miARNs, que forman parte de 
una misma familia y que presentaban una disminución en muchos de sus 
componentes, como es el caso de los miARN Let-7. Observamos  como, el 




y -6.56, respectivamente, por efecto del tratamiento con etanol crónico. 
Mirando la bibliografía, vemos como este miARN solamente ha sido 
identificado con su relación con diferenciación hepática (Davoodian, Lotfi et al. 
2014). Resulta interesante ver que esta familia de miARNs muestra una bajada 
generalizada en las muestras de animales tratados con alcohol, lo que podría 
tener relevancia en los efectos del alcohol a nivel hepático, aunque no existe 
bibliografía al respecto. Por tanto,  nuestros resultados aportan nuevos focos 
de estudio en cuanto a miARNs relacionados con el efecto del etanol. De 
hecho, encontramos  un cambio muy signficativo en el mir-1224, con un 
aumento de sus niveles de 8 puntos, y un trabajo reciente lo relaciona con el 
daño hepático por alcohol (Grasso, Piscopo et al. 2014).  
 
Otros cambios que observamos, como reguladores de vías de 
señalización incluyen, el miR-99ab/100 (Tabla 12) con un aumento de 9.2 
veces por el tratamiento con etanol. Este miARN está asociado a la regulación 
de la apoptosis y la proliferación celular, al actuar como regulador de las 
proteínas AKT/mTOR (Jin, Tymen et al. 2013) o supresor de tumores (Sun, 
Chen et al. 2013). Asi mismo, el miR-181(+5.5) que actúa directamente sobre 
la proteína PTEN, esta relacionado con la proliferación celular y afecta a la ruta 
PI3K (Henao-Mejia, Williams et al. 2013). Ademas, este miRNA se ha sugerido 
como responsable de la inflamación en astrocitos (Hutchison, Kawamoto et al. 
2013) y como controlador de la apoptosis en la microglía (Zhang, Dong et al. 
2012). 
 Llegados a este punto, podemos concluir que el etanol está 
ejerciendo efectos muy variados, y no solo altera los procesos finales de la 
inflamación o liberación de citoquinas, sino que ejerce efectos en rutas de 
señalización y procesos moleculares y celulares, algunos de ellos relacionados 
con estrés oxidativo y muerte celular. Además, el hecho de haber encontrado 
miARNs que participan como biomarcadores en enfermedades 
neuroinflamatorias como la EM o el Alzheimer, constata la estrecha relación de 
los síntomas de este tipo de enfermedades con las que causa el abuso de 
alcohol en cerebro. Para finalizar, remarcar el papel del receptor TLR4, el cual 
hemos demostrado como orquesta la mayor parte de los procesos mediados 
por el etanol potenciando y modulando su efecto. Sin embargo, hay que 




defensa contra los patógenos y la maquinaría del SII, con el fin de indicar a la 
celular la presencia de infecciones o de tóxicos como el alcohol. Por tanto, no 
se puede eliminar por completo, pero si disminuir su sobreactivacion, 
especialmente en cerebro y en hígado, que es donde causa las patologías más 
importantes. Peptidos o nanopeptidos o sustancias naturales (por.ejem. la 
curcumina) que pudieran inhibir su sobreactivacion podrían emplearse como 















1. Demostramos que los ARNm que codifican para los inflamasomas NLRP1, 
NLRP3, IPAF, AIM2 se expresan en hipocampo, cerebelo y corteza cerebral 
de ratones C677BJ TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-), siendo el NLRP3 el que presenta 
mayores niveles de expresión en la corteza cerebral. 
 
2. El consumo crónico de alcohol incrementa la actividad caspasa 1 en astroglía 
y microglía así como los niveles de IL-1β e IL-18 en corteza cerebral de ratones 
C677BJ. Dicha activación es dependiente del receptor TLR4. 
 
3. En astrocitos y en microglía corticales en cultivo, el etanol, al igual que el ATP 
o el LPS, activan el Inflamasoma NLRP3, induciendo la rotura de la pro-
caspasa 1 en caspasa1 activa y generando la producción de IL-1β e IL-18. La 
activación del inflamasoma es dependiente de la función del TLR4. 
 
4. La activación del inflamasoma NLRP3 por ATP, LPS o etanol, requiere dos 
señales, la primera es la activación del TLR4 y la producción de pro-IL-1β y 
pro-IL-18 y la segunda señal es la producción de ROS. El etanol altera la 
integridad mitocondrial causando aumento de los niveles de ROS mitocondrial 
y una reorganización del inflamasoma NLRP3 alrededor de la mitocondria. 
 
5. Observamos como la activación del inflamasoma NLRP3, por el etanol, 
conduce a la muerte celular por piroptosis y apoptosis. 
 
6. La respuesta de los receptores TLR4 y NLRP3, en corteza cerebral de ratones 
tratados con etanol, altera la integridad de la barrera hematoencefálica 
promoviendo la activación de macrófagos e infiltración leucocitaria, junto a 
estrés oxidativo vía NOS. La presencia de biomarcadores de daño en la BHE, 
junto a cambios en mir-125b y mir-9 nos confirman los resultados 
 
7. Los resultados de la secuenciación masiva y niveles de expresión de miARNs 
en corteza de ratones TLR4 (+/+) y TLR4 (-/-), muestran que unos 70 miARNs 




en cerebro de ratones TLR4 (+/+) e indican que el alcohol activa vías de 
inflamación, estrés oxidativo, daño neural, alteraciones de la BHE. Estos 
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